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invention concerne des nouveaux composes utile* pour le diagnostioue d» 
noises paries, nota.ment cardiovascuiaires. censuses, 
et des composrtions pharmaceutiques comprenant ces composes Cas T T' 
co— una pa rtie da o ib ,a g a d,ne 2 one pa^que^ ^ ~ 
detecbon efficace sur ,e p,an diagnostique. La partie de detection as, typiqueme t un 
agent de contnaste IRM, un agent de contnaste aux rayons X una enm , 
radioisotope, ou Slant d,ectab,e pa r uibasons, ou parZgel ^ 00n,enan ' 

re B „„ t L ' ad H m ' niStrati0n ^ Pr0dU,tS de mntraSte * des P^nts contnbue . ameiiorer ,a 
resoiu ,on des ,mages obtenues e. ,a precision, du diagnostique. fbomme du Zl ,1 
connat, ainsi pour I'.IRM (imagene par Resonance Magnetique) un ZT „ 
produits de contraste, dits non specifies, a base de cbl s GadoT T 
ou macrocyciiques, deonis notammen, dans ,es docum nte EP 7 1 5^ ' IT*'™ 
WO 02/48119. US 6 399 043, WO 01/51095. HP 203 9 62 E Z £ > Z ^ 
BP 230 893 , EP 405 704, EP 290 047, US 6 123 020 ' EP 292 2 ' Z ' 
US2002/0090342, US 6 403 055, WO 02/40060 US 6 458 33 1 "* 
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Concernant le domaine cardiovasculaire et la plaque d'atherome a risque, en 
terme de same publique, les pathologies de la paroi vasculaire et leurs consequences 
ont une incidence croissante dans la population. II apparaTt particulierement crucial que 
les techniques d'imagerie permettent d'une part le diagnostic precoce et un depistage 
s des zones a risque et d'autre part revaluation de I'efficacite d'un traitement et le suivi 
therapeutique. Actuellement, plus d'un tiers des infarctus du myocarde surviennent 
chez des patients asymptomatiques et il existe une attente forte pour predire le risque 
d'accident vasculaire cerebral et myocardique chez des patients atheromateux. II est 
maintenant admis, que la recherche de stenose (imagerie anatomique) n'est pas 

10 predictive de ce risque et que I'enjeu diagnostique et pronostique est d'evaluer I'etat 
fonctionnel de la plaque d'atherome. La disponibilite de produits permettant une 

, methode devaluation predictive de la plaque d'atherome pour caracteriser la paroi 
discriminer les constituants et evaluer les risques de rupture permet ainsi une 
prevention ciblee du patient a risque. 

is Concernant le domaine oncologic Incidence des cancers est forte avec 10 

millions de nouveaux cas diagnostiques dans le monde en 1998, et elle continue 
d'augmenter du fait du vieillissement de la population. Au niveau mondial, 20 millions de 
nouveaux cas sont prevus en 2020 sur 8 milliards de personnes. Le cancer est la 
troisieme cause de mortalite apres les maladies cardio-vasculaires et infectieuses (et la 

20 deuxieme cause dans les pays developpes). Aujourd'hui, les tests d'imagerie 
disponibles dans le domaine du cancer permettent principalement la detection de 
masses suspectes et ne donnent pas d'information sur la nature cancereuse ou non de 
celles-ci. 

Une imagerie dite specifique de zones pathologiques peut se faire par IRM, 
25 rayons X, scintigraphie aux rayons gamma, scanner CT, ultrasons, PET, imagerie 
optique. Dans le cas de I'lRM, un contraste estobtenu grace a I'administration d'agents 
de contraste contenant des metaux paramagnetiques ou superparamagnetiques qui ont 
un effet sur la relaxivite des protons de I'eau. Dans le cas de la scintigraphie le 
contraste est obtenu par la localisation specifique d'un compose radiopharmaceutique 
30 emettant des rayons gamma ou beta. 

La liaison de produits de contraste ou de produits radiopharmaceutiques a des 
marqueurs biologiques permet de cibler de maniere specifique des zones 
pathologiques. Ces molecules biologiques constituent des biovecteurs du produit de 
contraste ou du produit radiopharmaceutique, capables de cibler des marqueurs 



associds d ces zones pathoiogiques, d'od .'expression imagerie spdcifique Les 
b,ovecteurs approprids peuvent dtre, salon le typa at I'etat de la pathologie das 
maoromolecules tellas que das antioorps ou das peti.es moldcules tallas qua das 
oligonucleotides, das peptides, des suores ou das molecules organiques 

On oonnatt ainsi .'association de biovactaurs a un agent da contrasta (agent de 
contrasts IRM. agent de contrasta en scintigraphic agent de contraste en imagerie aux 
rayons X. agent da contrasta ultrason, agent da contra an imagerie optique). ou a un 
rad,o,sotopa tharapeutiquement efflcace an radiothdrapie (radioisotope emattant un 
rayonnement cytotoxique). 

Pour las produits de contraate IRM at les composes radiopharmaceutiques il eat 
essentia, d'ob.enir una stability suffisante do oomplaxe chdlate-mdta, pour liter una 
toxicrte dea produits. 



L'art antdrieur mantionna ainsi .'association da chdla.se citds plus haut avac das 
b,ovecteursde ciblage da nombreusas pathologies, notammen, da malai 
cardiovasculaires, cancdreuses. Inflammatoires ou degdndratives. 

Par example, les documents WOgg/59640 et WO 02/085008 mentionnant 
I assoaahon de d^nVds cibian, des racepteurs aux folates avec des chdla.es de £ 
DOTA ou DTPA. La document WO 02/055111 ddcri, ,'associa.ion de biovec.au J -2 
cblaga de la vitronectins dont av P 3 et av P 5 avec das ohdlates de type DTPA L i 
ocuman, WO 08 47541 ddcrit ,'associa.ion da b,ovecte ure da typa peptides 
I abla f 9e dB " MP — *«— * **>* DTPA. On connaTt aussi .'association! 

0~ ' r h0na,eS ° U Ph ° SPhinateS * d " GdDTPA °" U " -*-,dida CWO 
02/062308), et des composds a squelatta porphyrine tels que le Gd2(DTPA)4-TPP 

L'art antdrieur ddcri. da manidre trds dominants I'association de nombreux 
biovactaurs d des ohdia.es d relaxed relativamen. faible, infdrieura d 10 mMoMGd 1 s 
1. en .ndiquan. que las rdsuhats obtanus an Imagerie son. sausfaisante avec ca .ype de 

C'ss. par exsmple le cas des documents WO 01/97850, 6003 6157 us 6 37? 
04, WO 2001/0188, WO 01/77145, WO 02 26776, WO 00/40047, WO 2062810 WO 
2/40060. WO 02/00701, US 6 537 520. US 6 524 554, US 6 480 333, US 6 5 ^8 
US A 2002/0106325, WO01/07861, WO 01/08204, WO 01/60416, WO 0^0 
WO01/07861, WO 02/081407, WO 01/10450, US 6 261 535, US 5 707 605 WO 
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02/28441, WO 02/056670, US 6 410 695, US 6 391 280, US 6 491 893 US A 
2002/0128553, WO 02/054088, WO 02/32292, WO 02/38546. 

L'homme du metier n<6Mt pas ainsi conduit a recheroher des modifications de la 
part,e signal (le chelate), la partie biovecteur etant suffisamment performante pour le 
d.agnostique, la partie signal etant en quelque sorte secondaire. 

On rappelie que la relaxivite longitudinale r, d'un produit de contraste 
paramagnetique donne la mesure de son efficacite magnetique et permet d'apprecier 
son .nfluence sur le signal enregisW. En imagerie medicate IRM, les produits de 
contraste modifient le temps de relaxation des proto ns, et I'augmentation de la relaxivite 
obtenue perme. d'obtenir un signal pius eleve. Les chelates de gadolinium, utilises en 
cl,n,que humaine, tela que Magnevist®, Dotarem® ou Omniscanr.., sent de faible 
masse moteculaire, ont des relaxivites molaires r, par Gd in«rieures a 5 mMV 

En fait, plusieurs probiemes techniques ne sent pas resolus par ce type de 
composes specifies decnts dans fart anteneur. Ces composes ne sent pas ou pas 
assez satisfaisants pour obtenir les rtsultats souhaites dans des conditions 
physiologiques (in vivo) ou dans des conditions praches des conditions physiologiques 
(ex v,vo), en raison d'un manque de signal et/ou d'un manque de specificite, et/ou de 
problemes de loxicite. De tels chelates ne permetten, pas d'obtenir une reiaxivfte 
suffisante en imagerie dite T1. Or cette imagerie T1 est clairement la plus courante et ,a 
Plus recherchee par les praticiens ; elte correspond * une lecture par difference de 
contraste positif entre une zone normale e. une zone pathologique : ,e signal visible est 
Wane au mveau de la zone pathologique, alors que la zone normale apparatt en gris 
Plus precisement : a ' 

1) La specificite du produit de diagnostique ne permet pas de degager de 
d,fferences suffisamment significatives entre les zones salnes et les zones 
pathologiques pour conclure la delimitation precise d'une zona pathologique par 
exemple d'une tumeur. L'affinite du produit avec sa cible par .•intermedial du 
biovecteur est insuffisante pour qu'une image pertinente sur ,e plan diagnostique son 

2) La sensibilite du produit est insuffisante : le signal apporte par le produit est 
insuffisant pour une bonne imagerie. 

Les invented, comme cela sera decri. en detail dans les examples, on. par axempte 

nnr'I T" Wm ° inS ** "'^ radde f °" que et un *** «• *VPe 

DOTA. Certains resultats in vitro sur cellules KB indiquent un ciblage de cellules 



cancereuses, comme indique dans le document WO99/59640, mais les images IRM 
obtenues in vivo sont inexploitables par le praticien car le signal est insuffisant De tels 
produrts necessiteraient pour etre efficaces des doses tres elevees avec des risques 
notables de toxicite, de saturation des recepteurs, d'effet pharmacologique (et done 
d'effet secondaire). 

3) Le produit donne un signal a priori specifique mais son elimination est soit trop rapide 
ce qui complique le diagnostique, soit trop lente ce qui entraTne une toxicite 

4) Le produit de contraste specifique ne permet pas de detecter la zone pathologique 
ou la zone a risque pathologique (plaque d'atherorne a risque, tumeur en croissance ) 
a un stade suffisamment precoce pour un traitement en amont. Ceci est du notamment 
au fa.t que le signal en imagerie in vivo est insuffisant pour detecter de petites zones 
inferieures a 5 mm. 

5) Les paramMras d'imagerie S gerer par le praticien sont complexes lors du 
d,agnostique in vivo. Par exemple, fanalyse de .'information risque de fluctuer fortement 
pour de faibles ecarts de dose de produit de contraste admlnistree, ou en fonction du 
moment ou s'effectue la lecture du signal par rapport a I'administration du produit ce 
qu, pose des problemes d'organisation et de fiabilite du diagnostique et/ou'du 
traitement. ■ ■ H 

6) Le produit de contraste ne permet pas une detection suffisamment cibtee et selective- 
d'une zone pathologique. C'est par exemple le cas pour les plaques vulnerables a" 
nsques a forigine de thromboses ou d'atheroscleroses comme rappele dans le 
document US 2002/0127181. On a ainsl developpe de nombrauses techniques 
,nvas,ves ou non invasives pour suivre revolution de la pathologie, dont I'angiographie 
des coronaires, I'angioscopie intravasculaire. I'IRM intravasculaire. Par exemple 
l'ang,ographie peut sous-estimer le degre de stenose, I'angioscopie invasive ou I'IRM 
avec les produits de contraste actuels permanent de visualiser des plaques mais pas de 
distinguer des plaques stables de plaques a risques. 

Quelques documents, beauooup moins nombreux, tels quel le brevet US 6 221 
334. decrivent des composes associant des chelates a relaxivite plus .SlevSe et des 
taovecteurs. Mais les composes reellement exemplifies posent des problemes 
complexes de fabrication notamment. II s'agit de composes de' type dendrimeres 
dtoits dans lnvest.Radiol. 35, 50-57,2000, et dont la relaxivite eat n=9.3 mM-1s-1Gd-1 ' 
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La synthese chlmique de tels dendrites aveo des biovecteure varies est en outre 
delicate. 



Tous ces problemes necessitent d-ameliorer encore la structure des prodults de 
contraste, pour les rendre totalement efficaces. ce qui est loin d'etre evident pour 
Ihomme du metier. Preuve en es, d'ailleurs de la quasi absence de pnoduits |R M 
sp^ques en essais cliniques alors que le principe d'une association d'un biovecteur 
et d un chelate paramagnetique est enonce depuis plusieurs annees et a donne lieu a 
de nombreuses etudes. 

L'invention vise a pallier au moins en partie les inconvenients de .'art anterleur 
Les rnventeure ont reussi a obtenir des composes nouveaux en optimisant, d'une part ,a 
parte s,gnal (oontrastopho re ) en uttlisan, des derives de forte relaxivite (FR) appropnes 
de suture - dendrimeres, ce qu, permet de limiter ,es problles de 
compile de fabrication et d'impuretes, ,es problemes de specie et de toxioite due 
a des doses elevees de biovecteure, les problemes de signal insuffisant, et d'autre part 
la parte biovecteur en utilisant des biovecteure don, mm. pour les ligands cib|es 

suffisante pour obtenir une biodistribution selective capable de differencier les zones 
pathologiques. 

En particulier, les produits obtenus ont une tree bonne relaxivite molaire n aux 
champs magnetiques couramment utilises, jusqu'a present non obtenue pour des 
produ«s specifies. L'efficaclte molaire (r1 par Gd, est d'au moins 25 a 40 *V 
pour les derives monomelalliques decrits plus loin (DOTA FR et PCTA FR notamment, 
. peut atteindre des valeure de 120 a ieo *V pour ,es derives po^meZe 

2 7 7 T.\T daVanta " ^ '' 0rdre de 200 4 300 mM ^ «»»*-*. - Ce rordre 
de 5 a 9 mhr r avec la plupart des derives de I'art anterieur. On rappelle que 
I'obtention tf un signal Important grace a une haute relate permet une m ,eu 
resolution spatiale. eure 

* la "use de bioveceur requise pour obtenir un meme signal est 
redu,te d'autant, ce qui permet de limlter tree fortemen, ,a dose de 
done ,es nsques de toxioite et d'effets secondares engendres par certains biovecteure 
mm que le coOt de fabrication, et d'eviter tfutiliser des biovecteure tree complexes 
Pour une mSme quantite de Gd injectee a un patient, ,es composes obtenus par les 
mventeurs requierent une dose de rordre de 10 a 100 fois plus faible de biovecteur 



Par rapport a des produits specifiques avec dendrimeres (r1=9mM-1s-1Gd-1) sur 
lesquels sont greffes une trentaine d'atomes de Gd, les composes obtenus par les 
inventeurs (r1=25 a 40 mM-1s-1Gd-1) permettent d'utiliser pour obtenir une meme 
relaxivite (done un meme signal) une dose de Gd reduite d'un facteur 3 a 4, ce qui est 
un avantage tres important dans le domaine de I'imagerie. 

Ces resultats sont d'autant plus avantageux qu'ils sont obtenus en utilisant une 
"plateforme" chimique (le contrastophore) permettant de recevoir des biovecteurs tres 



varies 



D'autres avantages techniques sont cites plus loin dans la demande, et relevent 
du large choix possible de biovecteurs et de la faible toxicity des produits obtenus. 

Pour cela, le demandeur a utilise des chelates a forte relaxivite, designes FR, qui 
ont ete decrits en partie par la demanderesse dans les brevets delivres EP B 661 279 
EP B 922 700, EP B 1 183 255, pour obtenir une relaxivite satisfaisante (pour un signal 
suffisant). Ces composes FR sont des chelates, capables de former des complexes du 
gadolinium paramagnetique dans le cas de I'lRM, comportant un macrocycle azote- 
porteur sur les atomes d'azote de groupes acetiques caracterises par la presence, sur i 
I'atome de carbone en alpha du carboxyle, de groupes hydrophiles. * 

Cette association d'au moins un biovecteur avec au moins un compose chelate FR • 
par I'intermediaire d'au moins un lien L, a necessite de surmonter, non seulement des A 
problemes techniques lies au diagnostique et a la biocompatibiiite evoques plus haut - 
mais aussi des problemes techniques lies a la structure chimique des produits et decrits 
plus loin pour les differentes classes de biovecteurs developpes. 

En. outre, les inventeurs sont alles a I'encontre du prejuge technique selon lequel il 
est preferable d'utiliser des molecules de faille limitee pour des produits specifiques 
d'.magerie medicale. En effet, ils ont pu constater que I'encombrement des chelates FR 
ut,l,ses n'altere pas I'affinite du produit specifique pour sa cible. Malgre un poids 
moleculaire de I'ordre de 8 a 20 KD le produit parvient efficacement a son site de 
ciblage specifique. 

Dans tout le texte, on notera indifferemment ces composes (BIOVECTEUR) x -L 2 - 
(CHELATE FR) y ou B I OVECTE U R-FR par souci de simplicite. CHELATE FR^t 
remplagable par I'abreviation Ch FR. I 
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L'invention concerne done selon 



generate suivante (E) : 
(D 

B x -L z -(Ch FR) y (E) 
dans laquelle : 

- B est un biovecteur 

- L est un lien 

- Ch FR represente un chelate de formule (I) : 

[ ( D )q-(la,b.c.d,e,f.g)r ]; 

Avec : 

a) la.b.c,d,e.f. g choisi parmi la , l b , l c . I d . U , If , l 9 , 
'a , lb , l c ayant les significations : 



un premier aspect des composes de formule 




— < >-«" R1 Rf 
:, _^ 0 




Rd 



Re 



Rc 



la 




lb 



ou 



lc 



- les X, identiques ou differents, sent ohoisis parmi C0 2 R a , CONR' b R' c OU 
P(Rd)0 2 H, avec : 

R' a , R'b, R'c identiques ou differents representant H ou (C1-C8) alkyle, 
eventuellement hydroxyle ; 

P est fatome de phosphore, R' a est choisi parmi OH. (C1-C8) alkyle o u 
(C1-C8) alkoxy, (C1-C8) arylalkyle ou (C1-C8) alkoxyalkyle ; 

- R1 represente un groupe hydrophile, typiquement de poids moleculaire (masse 
molarre en g/mo.) superieur a 200. de preference de poids moleculaire 
supeneur a 300, pius pr*erentie,,emen. supeneur a 500. encore de preference 
superieur a 800. e» mieux encore supedeur a 1000, comprenant au moins trois 
atomes d'oxygene, selectionne parmi des groupes : 



-polyoxy (C2-C3) Xylene (,.e po,yoxyS«hy,Snes e» polyoxypropylenes) 
notemmen, ,e polySthylSne glycol e. ses monoSthers e, monoestecs en d 
a C3, de masse molSculaire de preference de 1 000 a 2000 

- Polyhydroxyalkyle 

-Polyol (dont oligosaccharides fonctionnalisSs [ce type de 
fonctionnalisation Stant decrit notamment dans J. Polymer. So Part A 
Polymer chemistry 23 13 95-140 5 ( 19 85) et 29,1271-1279 (1991) et dans 
Bioconjugate chem. 3, 164-159 (1992) ]) 

- (R2 g)e [ (R 2 g) i R 3 ) h 0C1: 

- h = 1 ou 2 ; i = 0, 1 ou 2 ; e = 1 a 5 

- R 2 reprSsente (les R 2 Slant identiques ou diffSrents) : 

- nen, un alkylSne, un alkoxyalkylSne, un polyalkoxyalkylSne • 

- un phSnylSne, ou un reste hStSrocyclique saturS ou non 
eventuellemen. subs** par OH, CI. Br, ., (C1-C8)a,ky,e, (C1- 
C8)alky1oxy, N02, NRx R Y , NR x COR Y , CONR x R y , C OOR x R x et 
Rv Slant H ou (C1-C8)alky.e, et ,es groupes a.kyie, alkylSne. 
alkoxy, en C1 4 C14 linSaires, ramifiSs ou cycliques pouvan, Stre 
nydroxytes ; 

- 9 ^rSsente (,es g Stan, identiques on differents) : nen ou une 
fonCon O, CO, OCO, COO, S03, OS02, CONR', NRCO NR'COO 
OCONR'.NR', NR . CS , CSNR., S02NR', NR'S02, NR'CSo' 

sz^xr*- nr ' p(ohoh> ' - — * : 

- R 3 represente alkyle, phSnyle, alkyle substtuS ou interrompu par un 
ou des groupes phSnyles. alkylSneoxy; amino ou amido substituSs ou 
non par alkyle eventuellement substituS ou interrompu par run des 
groupes precedents ; ,es groupes phSnyles, phSnylSnes e, 
heterocychques pouvant etre substituSs par OH, CI, Br I (C 1 
COJalkyle, (C1-C8)a,ky,oxy, N02, NR X R V . NR x COR y , CONR R Y " 
COO*. Rx et Ry Stan, H ou (C1-C8)a,ky,e, et ,es groupes 5£ 
alkylene, alkoxy, en C1 a C14 lineal ramm- 

. , ,,nea| res, ramifies ou cycliques pouvant 

etre hydroxyles ; H^uvdni 

Ra a R, (c'est a dire Ra, Rb, Rc, Rd Re Rf Rn Rh o~\ 
indSpendammen, H, alkyie, hydroxyalkyle. ZJ^J^ZT^ 
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- U est un groupe -CXR4-lien 1, CHR4CON-Iien1, CHR4-CHR50H-lien1 

- R4, R5 representant independamment H, alkyle, hydroxyalkyle. 

- X ayant la signification ci-dessus. 

- Lien 1 etant le lien assurant le lien entre le chelate Ch FR et le lien L lorsque 
q=0 et entre le chelate Ch FR et D lorsque q=1 

Id, l e , If ayant les significations : 




U.X.R1 ayant la meme signification que ci-dessus. 



20 b) 

- q = 0 ou q=1 

- r=1 lorsque q=0, ou r compris entre 2 et 5 lorsque q=1 
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d) x, y et z sont compris entre 1 et 6, de preference x=1 a 3, y-1 a 8, z=1 a 3 sachant 
que y=z. 

Les liens L sont identiques ou differents entre eux, de meme que les Ch FR. 

(E), sous sa forme liee a un element M, s'ecrit B x - L 2 - (Ch FR- M) y ; sachant que M 
est soit un radionuclide, typiquement choisi parmi 99 Tc 117 Sn 111 ln 97 Ru 67 Ga 68 G 
"Zr, -Lu, "Sc, -Rh; -Re, ^ *Cu, «Cu, *°Y, -Qd, - Pr , - H o, soit'un ion 
de metal paramagnetique de numero atomique 21-29, 42-44, ou 58-70, soit un ion de 
metal lourd de numero atomique 21-31 , 39-49, 50, 56-80, 82, 83, 90. 

invention concerne aussi les sels des composes de formule (E) avec des acides ou 
des bases minerales ou organiques, notamment les chlorhydrates des groupes amino 
et les sels de sodium, de potassium et de N-methylglucamine des groupes acides 
carboxyliques presents sur les chelates. 

Les groupements -CR1X- constituent des branches hydrophiles greffees sur <e coeur 
Gd. Avantage.usement ces branches ont ete choisies parmi : 

- les branches designees AAG1 AA28Br, AAG1 AA29Br decrites plus loin • ' 

- les branches decrites dans les documents EP 661 279, EP 922 700, EP 1 183 

255 ; a 

- les branches dites flash decrites plus loin ; 

- les branches dites a linker rigide CO - NH — <p - CO — NH, dites P792 

mentionnees plus loin. ' . 

De telles branches hydrophiles formant des bras lateraux sur les groupes acides 
oeuvent aire de nature differente et sont destinees a diminuer la liberie de mouvement 
du complexe paramagnetique et de Hon paramagnetique qui lui y est attache, dont la 
rotatton dans le champ magnetique (fonction inverse de r1) est ainsi reduite d'ou un 
phenomSne d'immobilisation du complexe. 

De plus, de maniere assez surprenante, ces branches hydrophiles permettent de 
conserver NMi initiate du biovecteur. Cela semble do a un effet de fomtation de 
reseau d eau et de masquage des charges, Interaction specifique entre le biovecteur et 
son site dble n'etant pas alteree malgre la taille du chelate FR, tailfe qui aurait dissuade 
homme du metier de ie coupler a un biovecteur. En outre cetto hydrophilie permet de 
resoudre les problemes importants de manque de solubilite rencontres avec lea 
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b,ovecteu re dans Part anterieur. On a Indique comme masse molecu.aire au moins 200 
pour les branches hydropses ; „ est Cair pour ,,omms du metier q u, JZZZ 
a vaner autour de cette valeur tant q ue reffe, — afa des J^, ~ 
e la forte relate est attaint. Typ, qu ement ,a masse moleculaire des branch^ 
mfeneure a 3000 pour ev*er devoir des chaTnes , rop complexes a fabri.ue e P ot 
obtenir une bonne efficacite massique par Gd. P 
Par ailleurs, la demanderesse fait les commentaires suivants • 

" s?;,^ 4 " 0 ^ 50 "*" 1 " U = CHR ^-«em . on facilite ,a 

- De maniere preferee, X represent C02*. ; toutefois .■utilisation de CONR* 

R o permet d'obtenir des composes non ioni q ues interessants pour diminuer 
osmo, llt du produit , et rumaaon de p(R , )Q2H peu{ P ~ 

des produrts a plus forte relaxivite. 

- De man i, re pr6f ^ Ra Rb Ro repr6sentent majs 

ubliser des gr0 upas alKyles ou cycles pour staMiser .a JlTe 
ame„orer ,a .laxivite, a condfcon de ne pas interferer avec les prop L s 
rechercbees du produi, 0 a Hgid ffi ca,ion par greffage de g rou pes a ~ 

6855, 2002). Les gnoupes hydroxyalkyle sent connus de thorn™ du metier 
pour d.m.nuer ,a toxicite des structures, comme dec* dans Inorga* 
Chemical Acta 317 2001 21*990^ . '"organic 

186, 1999. 45M70 185 ' 

Selon des realisations non limitatlves, on au ra ,es composes (2, a (18) suivanls : 

(2) les composes (E) cl-dessus dans lesguels R1 es, (CH2 )x CONHR avec x=1 2 ou 3 

:; :tzr s hydrophi,e de poids — — • — p-i 

R1 R2 



R3 

R5 R4 



IV1 

et Z est une liaison, CH 2l CH 2 CONH ou (CH 2 ) 2 NHCO 
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71 est une liaison, O, S, NQ, CH 2> CO, CONQ, NQCO, NQ-CONQ ou 
CONQCH 2 CONQ, 

Z" est une liaison, CONQ, NQCO ou CONQCH 2 CONQ 
p et q sont des nombres entiers dont la somme vaut 0 a 3 ; 
Ri» R2. R3, R4 ou R 5 representent : 

- soit independamment run de I'autre H, Br, CI, I, CONQ 1 Q 2 ou NQiCOQ 2 
avec Q1 et Q 2 identiques ou differents sont H ou un groupe (Ci-C 8 )alkyle 
mono- ou polyhydroxyle ou eventuellement interrompu par un ou des 
atomes d'oxygene, et au moins l'un et au plus deux des R, a R 5 sont 
CONQiQ 2 ou NQiCOQ 2 ; 

- soit R 2 et R4 representent 



R'i ^conq 1 q 2 

— Z"'-fjV-R3 

R ./ CONC^Q., . 

et R 1t R* 1f R 3 , R- 3) r 5 et R' 5l identiques ou differents, representent H, Br, G). 
ou I, Q 1 et Q 2 ont la meme signification que precedemment et Z"' est'un 
groupe choisi parmi CONQ, CONQCH 2 CONQ, CONQCH 2 , NQCONo"' 
CONQ(CH 2 ) 2 NQCO et Q est H ou (C 1 -C 4 )alkyle, eventuellement hydroxyle \ 
les groupes alkyle pouvant etre lineaires ou ramifies ; ; 
2) une branches dite "flash 

>= N v 



Q,Q 2 N 

avec Z - etant NQCCH^CHaOCHaKCH^NHa . avec i = 2 a 6 et J = 1 a 6, 



de preference 

(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 



(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 



^>-NH-(CH 2 )n-NH 2 



OU 
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(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 ) 2 



\ ,}~ NH -( CH 2)n-NH 2 
(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 )/ 



avect=1,2, 3ou4et n=2 a 6 
(3) les composes (E) avec q=1. 



Un ou plusieurs chelates FR du comnn^ /p\ 

: «:;r„izrr r r r ;°„ 

au moms deux chelates et d'autn* n arf ■ , Part 

cs ' ei a autre part le ou es li^nc i nw 

polyfonctionnels peuvent etre utilise n, , h ^ SqU6,ettes 

— dans p Chemte rz: s h r; sr ~ dMseur ' dtoits 

Chemistry, vol 217 212 2inia 7 ^ ' 3819-386 et Top,cs in current 

On peut ecnr! ol s ^^,7^ ~" 
de valences , lb res au moins ega, a D ^ « "ombre 

me«a, llq ues par rintermediaires de „e a 1 T prel " " " ^ 
Par ,n,erm,dia, re d,n ,ien 2. On a ^^ZZZT* " * " L 

(lien2)-Div-(lien1) 2 ; 

(E) s'ecrivant : 

(BIOVECTEUR),.L, - [ (Lien 2 - D iv >, . ( „ , . . 
les deux liens 1 etant indue dans W , 0J1 * ' ~°>' 

Contrairement au eas des dendrimeres, les composes (& 

diviseur D, permettent d'obtenir : " 0tamment <*»* avec un 

- una , ion jque de |a pa[tfe si8na( e( ^ ^ partje 

une hberte conformationnelle du biovecteur n„i . 

conserve son affinite ' Q ^ P3S P r ^»*aint 

- un signal efflcace avec un nombre de Gd limits 

- un nombre de Gd administre totalement controle 
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- une hydrophilie de la partle contrastophore qui rend la partir inerte, favorisant 
a,nsi la reconnaissance du biovecteur sur son site specifique de liaison 

En outre : 

- le schema de construction des produits obtenus avec ou sans diviseur est 
modulaire. les propriety physicochimiques de chaque module (B, L Ch FR) de 
la structure pouvan, aire centres, par example I'hydrophiiie, ,a liscosite ,a 

TaTZ T ^ maWSer CT Parti0U ' ier ' a SOlUb " ite dU ^ duit ' * 'M^ 

la quantity de produit a administrer. 

- on evite, contrairement aux dendrimeres, des effete non souhaites de fixation de 
molecules (cholesterol, ions, metaux endogSnes ) 

De Plus, ,es produtts obtenus semblent avoir ,'avantage de presenter dans .'organisms 
une remanence superieure a ce»e de composes specifies de type DOTA non FR do 
I art an eneur : ,a taille des prodults obtenus diminue ,eur elimination notammen, nj e 
en contnbuant a augmenter le temps de contact dans 1'organ.sme. 

Cette structure avec diviseur (les composes son, alors appe.es poly^tailiques car 

porteu. de plusieurs cheiates FR), est partlcuiieremen, avantageuse car e„e pZ 

dob,en,r encore une forte hausse de ,a relax^e molaire. done d^efficacife du S 
our u„ e s dose de Gd ^ ^ ^ ^ u pro*,* 

de 25 mM <s pour ,as DOTA FR a 40 mM"V pour ,es PCTA FR, as, mulnp)tee Zl 
nombre de chSia.es de ,a structure. Aulrement dit pour un bioveCaur FR orteur de 
quatre chelates par exemple. la relaxivite as, de I'ordre de 120 a 160 Cef* , 

non FR „e sent pas esse, efficacas en imagerie. Les biovecteurs polymafailiques poZ 
typ.quemen, da 2 a 8 chelates de gadolinium, voire davantaga. On lZ 2 d s 
realisations purees das composes avec .'architecture suivanfa • 

' " ZSIT : bioveo,eur re,ies par un ,ien L a un divise - - * 

- x=1. y=z= 2 , e, q=1 : biovecteur relie par deux liens L a deux divisaurs 
chaque dwseur atant lie a deux chelates (done 4 chelates au total) 

- x=1 , y=z=3, a, q=l : biovecteur relie par trois liens L a trois divisaurs, cheque 
d,v,saur atant lie a deux chelates (done 6 chelates au total) 

On comprand an outre qu'un diviseur D paut lui-meme comprendre en fait au main, 
deux sous divisaurs en arborescence. On aura par axemple le cas d,n ZZZZ 
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par deux liens L a deux diviseurs, cheque diviseur comprenant deux sous-diviseurs e 
portent einsi 4 chelates, le biovecteur polymeta.lique comportant au total 8 cheiates. 

(4) les composes de formule (E) avec Ch FR representant 



un groupe choisi parmi 



B,- 



^COO" COO" 

- HC \ ' / CH -B 

N-(CH 2 ) 2 -N 

(CH 2 ) aG d 3 * S 2 

V 

coo 



I1 1 



dens lequel : 
-S r T-S 2 - est 
1)soit 



-(CH^-N-fCH,),- 
HOOC-CH-G-NH— 

oD Si = S 2 = (CH 2 ) 2 
avec B 1( B 2( B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1, 2 ou 3 

2) soit 



(G-NH) 




ID"1 

avec k = 0 et Si = S 2 = CH 2 

run de S B1.B2.B3 rep^entan, G-NH, et les autras represent. 



(CH 2 ) x CONHR 
3) soit 




(G-NH)— 



-H 2 C N ^CH,- 

III-| 

avec k=1 

Bi, B 2 , B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR 



avec x = 1 , 2 ou 3 
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et GNH choisi parmi : 

les groupes -(CH 2 ) n -NH- avec n = 1 a 4, 

o« - (CH 2 )p ^ ^ NH avecp=0&3; 

G-NH represente lien 1 decrit plus haut dans ces composes. 

(5) les composes de formule (E) avec Ch FR representant un groupe choisi parmi: 

1 ) le groupe 

/C oo- -ooc coo - _ ooc 

N-(CH 2 )j-N ^ * y^-N^ 

3, Gd 3 * (ClL 




dans lequel 
-S1-T-S2- est 

-(CH^N-fCH^j- 
HOOC-CH-G-NH — 

0C1 Si = S 2 = (CH 2 ) 2 
Bi, B 2 , B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1 , 2 ou 3 



2) le groupe 



/C oo- "ooc d coo- -ooc 

N-(CH 2)r y B > 3 N<CH 2 )j — N 

(CH,) 2 Gd 3 * S 2 s, Gd 9 * (CH 2 ). 



•2'2 



N _s__ T •__ I 

co °" -ood 



Ila2 (compose dit PCTA N fonctionnalise) 
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du 1162°" (C ° mPOS§ ^ N f ° nCti0nna,is6 et isom6re de Position 



coo- -ooc coo . - ooc 

Br -CH HC_ HC ( L 

fW-N 82 X N-(CH 2 ) rN / ^ B 3 
|i<3^(Cy 2 ) 2 (ChL Gd 3 ' i 2 

■OOC \;oO- 



II b2 

Dans lesquels S r T-S 2 - est : 

(G-NH) 

jOC * 

-H jC ^ N <^\ CHj _ 

ni2 

aveck^OetST = S 2 = CH 2; 



pour IK rePrtSentam °" NH ' " B1 et 82 -P^ntant (CH^CONHR 
pour || b2 rePr6Sen,ant G " NH ' * 81 * B3 "P*-*m (CH 2 ),CONHR 



3) le groupe 



coo - "ooc 
/ \ poo -ooc 



(CH,), Gd 3 * ^ I ~ I 

N Sj T\ I 

B / ' \^ _^-T S 2 —N 

COO / 

-ooc 
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Ilc2 (compose dit PCTA C fonctionnalise) 
lorsque S-,-T-S2- est : 



19 



ni2 

avec k = 1 et S 1 = S 2 = CH 2 ; 
Bi, B 2 , B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1 , 2 ou 3 pour Ilc2 

Sachant que, pour II2, Ila2, Ilb2 et Ilc2, 

GNH est choisi parmi les groupes -(CH 2 ) n -NH- avec n = 1 a 4, 

ou 




( c H 2 )p \ 7 N H avec p = 0 a 3 ; 



(6) les composes de formule (E) avec D etant un squelette aromatique 
polyfonctionnaiise par des groupements carboxylates etfou amines, de 
preference Div etant de type 1 ,3,5 triazine, de formule : 




=N 
N 




avec (Hen 1 ) 2 - Div - (lien 2) s'ecrivant : 
Lien r HN 

\ ^~ NHLien 2 




-N 

Lien r HI ' 

avec lien 1 et lien 2 etant choisis parmi a) et b) et de preference a) : 

a) (CH2)2 - 0 - NH , (CH2)3 - NH, NH-(CH2)2-NH, NH-(CH2)3-NH, rien ou une 
simple liaison 

b) P1-I-P2, identiques ou differents, P1 et P2 etant choisis parmi O, S, NH 
rien, C02, NCS, NCO, SOSH, NHCO, CONH, NHCONH, NHCSNH, S02NH-,' 
NHS02-, squarate 

Avec I = Alkylene, alkoxyalkylene, polyalkoxyalkylene, alkylene interrompu par 
phenylene, alkylidene, alcilidene, alcynylene, 
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D est par exemple selon une realisation 




N ^-NH-(CH 2 )n-NH 
v -N 




ou 




=N 

^NH-CH 2 (CH 2 -0-CH 2 )nCH,-NH 
N 

(7) Ies composes de formu.e (E) avec L un lien ohoisi parmi .es polyoxyalkylenes 
lac.de squarique, .es assemblages PEG-squarate, un radical a.ky.ene, alkoxya.ky.ene' 
polya.koxyalky.ene, alkylene interrompu par phenylene, alkylidene, alcilidene. 

Un grand nombre de liens L peuvent etre utilises, dans la mesure ou ils sont capables 
chnteragir avec au moins un groupe fonctionnel de biovecteur et au moins un groupe 
fonctionnel de chelate FR. On citera notamment : 

a.1 (CH2)2 - 0 - NH , (CH2)3 - NH. NH-(CH2)2-NH, NH-(CH2)3-N Hl rien ou une 
simple liaison 

a.2 P1-I-P2, identiques ou differents, P1 et P2 etant choisis parmi O, S NH rien 
C02, NCS, NCO, SOSH, NHCO, CONH, NHCONH, NHCSNH S02NH-' 
NHS02-, squarate 

Avec I = Alkylene, alkoxyalkylene, polyalkoxyalkylene, alkylene interrompu par 
phenylene, alkylidene, alcilidene 

b) des liens decrits dans le brevet US 6 264 914, capables de reagir avec Ies 
groupes fonctionne.s (du biovecteur et du che.ate) amino, hydroxy.e, su.fhydryle 
carboxyle, carbonyle, carbohydrates, thioethers, 2-aminoalcohols, 2-aminothiols' 
guanidinyle, imidazolyle, phenolique. 
Des groupements capables de reagir avec des groupes sulfhydryle incluent Ies 
composes alpha+aloaoetyle du type X-CH2CO- (ou X=Br, CI ou I), qui peuvent 
auss, etre utilises pour agir avec des groupes imidazolyle, thioether, phenol, amino 
Des groupamants capables de reagir notamment avec das groupes amino incluent'- 
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-des composes d'alkylation : composes alpha-haloacetyle, derives N-maleemide 
composes aryle (nitrohaloaromatiques par exemple), aldehydes et cetones capables 
de formation de bases de Schiff, des derives epoxides tels que I'epichlorohydrine 
des derives de triazines contenant de la chlorine tres reactifs vis-a-vis de 
nucleophiles, des aziridines, des esters de I'acide squarique, des others alpha - 
haloalkyle. 

-des composes d'acylation : isocyanates et isothiocyanates, des chorures de 
sulfonyle, des esters tels que des nitrophenyiesters ou des N-hydroxysuccinimidyl 
esters, des anhydrides d'acide, des acylazides, des azlactones, des imidoesters. 

Des groupements capables de reagir a4c des groupes carboxyle incluent des 
composes diazo (diazoacetate esters, diazoacetamides), des composes modiflant 
des acides carboxyliques (carbodiimides par exemple), des derives isoxazolium 
(nitrophenylchloroformate; carbonyldiimidazoles...), des derives quinoline. 

Des groupements capables de reagir avec des groupes guanidinyle incluent des 
composes diones tels que le phenylenediglyoxal, des sels diazoniura 

'"A 

c) certains liens decrits dans le brevet US 6 537 520 de formule • 

(Cr 6 r 7 ) g -(W) h -(Cr 6a r 7a )^(Z) k -(W) h .-(Cr 8 r 9 ) g ..-(W) h ..-(Cr 8a r 9a )^^^^ avec - 

• g+h+g'+k+h , ■^-g"+h"+g , " different de 0; 

- W choisi parmi O, S, NH, NHC(=0), C(=0)NH, C(=0), C(=0)0 OC(=0) 
.NHC(=S)NH, NHC(=0)NH, S02, (OCH2CH2)s, (CH2CH20)s'' 
(OCH2CH2CH2)s", (CH2CH2CH20)t ; 

- Z choisi dans le groupe : aryle substitue par 0-3 r 10 , cycloalkyle C3-10 
substitue par 0-3 r 10 , systeme heterocycle de 5-10 membres contenant 1-4 
heteroatomes independamment choisis parmi N, S, O et substitutue par 0-3 
r-io ; 

- r6,r6a, r7, r7a, r8, r8a, r9, r9a independamment choisis parmi : H, =0 COOH 
SOSH, P03H, C1-C5 alkyle substitue par 0-3 r 10 . aryle substitue par 0-3 r 10 ,' 
benzyle substitue par 0-3 r 10 . C1-C5 alkoxy substitue par 0-3 r 10 ' 
NHC(=0) ri1 , C(=0)NH r 11f NHC(=0)NH r n , NH r Hi r 1lf et un lien avec 
Ch FR ; 
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- r 10 independamment choisi parmi : un lien a ChRR, GOOr,,. OH, NH r„ 
S03H, POSH, aryle substitue par 0-3 C1-5 alkyle substitue par 0-1 Z 
C1-5 alkoxy substKu6 par 0-1 r,, et un heterocycle de 5-10 membres' 
oontenant 1-4 heteroatomes independamment choisis parmi N s O et 
substitud par 0-3 m: ' ' 

- r„ est independamment choisi parmi: H, aryle substitue par 0-1 r „ 
heterocycle a 5-10 membres ocmprenan, 1-4 heteroatemes choisis parmi N ' 
S, O et substitue par 0-1 r 12 , 03-10 cycloalkyle substitue par 0-1 r 12 ' 
polyalkylene glycol substitue, par 0-1 r, 2 , carbohydrate substitue par 0-1 r 12 . ' 

- ri2 est un lien avec Ch FR; 

- avec k choisi parmi 0, 1. 2; h choisi parmi 0, 1, 2; h' choisi parmi 0, 1 2 3 4 
5: h cho,s, parmi 0, 1, 2. 3, 4, 5; B choisi parmi 0. 1, 2, 3, 4. 5, 6, 7, 8, 9 

9 cho,s, parmi 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7. 8, 9, 10; g» choisi parmi 0, 1, 2 3 4 6 

• ' 5 V"T parmi °' 1 ' 2 ' * «• * «■ 7 ' «• * * * — -i : : 2 

11 o i ■ 3 4 5 ;? h ; isi parmi a 1 ' *■ 3 ' 4 ' 5 - * 7 ' »■ ^ *■ 

parm, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10; t choisi parmi 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10. 

d) certains liens decrits dans le document WO cmnn*ana 

'ineaireouramiheede linker choisis pa" ' ™ **- 

- CR6-R7"-, - ( R 6™)C=C(R7™>= -CO, -C(0 K -O-, -S-, -S02- -N(R3", 

. «FTOK -0(S K - P( O0(OR,..K - P( 0,,0R3.,O, _ R», un ^pe" 
capable de reagir avec un azote ou un oxygene 

- Une region cyclique (cycloalkyles divalents, heterocyclyles divalents) 

- Des polyalkytenes, polyalkylenes glycols 

e) des liens decrits dans le document WO 02/094873. 

Pour les liens Hen 1 el lien 2, on utilisara typiguemen, une liaison chimigue ou des liens 

(8) les composes selon (3) a (7) avec x de (CH2)xCONHR est x=2. 

(9) les composes (4) a (8) dans lesquals -8, - T - 8r represente ; 
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(G-NH) k - 




-CH 2 N CH 2 - 



avec Si = S 2 = CH 2 . 

(10) les composes selon (9) de formule 11.1 dans laquelle k est 1 et G est -(CH 2 ) 3 -. 

(11) les composes selon (9) de formule 11.1 dans laquelle k est 0 et B 2 ou B 3 represente 
-(-CH 2 ) 3 NH- ou . 

-<CH 2 ) 2 — <f V-NH— 



(12) les composes selon (4) a (12), dans lesquels -S,-T- S 2 - represente : 
-(CH^-N^CH^- 



HOOC-CH^CH^r-V 7 — NH- 
avec Si = S 2 = (CH 2 ) 2 . 

(1 3) les composes selon (4) a (9) pour lesquels B,, B 2 et B 3 , lorsqu'ils ne repre- 
sentent pas -G-NH, represented -(CH 2 ) 2 CONHR, avec dans R, p = q = 0 et Z etant 
-CH 2 CONH. 

(1 4) les composes selon (1 3) pour lesquels R represente : 



x 



\ .CONQ lQ: 

-CH 8 CONH— <( V-X 

X CONQ 1 Q 2 



: 2 



ies ou 



et les X sont identiques et represented Br ou I tandis que Q, et Q 2 , identique 
differents, sont des groupes ((VC^alkyle, mono- ou polyhydroxyles, de telle sorte que 
chaque CONQ 1 Q 2 comporte de 4 a 1 0 hydroxyles au total. 

(1 5) les composes selon (1 3) pour lesquels R represente : 
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CONQ t Q 2 



-CH 2 CONH ({ V) x X CONQ 1 Q 2 

CONHCH 2 CONH-^ \ x 

X CONCHO, 

st las X Idenflquss son, Br ou , et Q, e« Q, identiques ou different, son, des gmupes 
<C r C 8 )a.kyle, mono ou polyhydroxyles de telle sorte que cheque groupe CONQ,Q 2 
comports de 4 a 10 hydroxyles au total. 

(16) les composes selon (1) a (12) pour lesquels R represents : 

R1 CONQ^ 
R5 CONQ 1 Q 2 

\T™7T: °T:- Z ° 0NH ° U CONHCH2CON ^ *■ *• ^ques, son, 
Br ou ,, q, q 2 , , dentlques QU d . TOrents 6tan( ^ groupes 

po*hydroxy,es. ds ,s„s sorts que cheque groupe CON Ql Q 2 comports ds 4 a 10 
hydroxyles au total. u 



(17) les composes selon (1) a (12) pour lesquels R represente : 

^CONQ 1 Q 2 
-R3 



R5 CONQ 1 Q 2 



ZestCH 2 CONH,Z'estCONH,Z"estCONHCH 2 CONHetR R p h «• 

Nriori20UINh1 et Ri. R3, R 5 identiques sont Br 

I et Q, et Q 2 , Idenflques ou different, sent des gmupes (C,-C 8 )alkyle 
monohydroxyles ou polyhydroxyles, de ,s„s sorte que cheque groupe CON £ 
comportede 4 e 10 hydroxyles au total. Uft 

(1 8) les composes selon (1 ) a (12) pour lesquels R represente 
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>=v 

>-N 



avec Z etant NQ(CH 2 ) j (CH 2 OCH 2 )i (CH 2 )jNH 2 , avec i = 2 a 6 et j = 1 a 6, 



de preference 
(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 

~ >= 



N \\ ^- N H-(CH 2 )n-NH 2 ' 
(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 



OU 

(HOCH 2 {CHOH)tCH 2 ) 2 

N >-NH-(CH 2 )n-NH 2 
f — N 
(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 )/ 

avec t =1 ,2,3 ou 4 et n=2 a 6. 

On a notamment synthetise les composes A1 suivants dans lesquels x et Rf ont les 
significations prececlentes : 

• ceux dans lesquels le macrocycle est le cyclen, dans lesquels, dans Isi formule 

111. 

-Si — T — S 2 - 
represente : 

-(CH 2 ) r N-(CH 2 )5- 
HOOC-CH-G-NH — 

qui ont pourformule : 

^coo" coo" 

-HN-G-HC^ CH-(CH 2 )xCONHR 
N-(CH 2 ) 2 -N 

(CH ) 2 Gd 3+ (CH^ 



H 2 ) 2 GcT (Ch 

/N-(CH 2 ) 2 -N 
RNHOC(CH 2 )x-CH HC(CH 2 )xCONHR 

COO" COO" 

in 
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avec -G-NH etant -(CH 2 ) 3 -NH- ou 



-<CH 2 ) 2 — <^J>-N 



• ceux dans lesquels | e macrocycle est le 3 69 15 
tetraazabicyclo[9.3.1]pentadeca-1(l5),11 l l3-triene ) fonctionnalise sur run des atomes 
d'azote aliphatiques de formule I1 1' dans laquelle 
-Si - T-S2- represente : 




(G-NH)j— - 



-H,C N ^CH 2 - 

avec k = 0 

de formule : 




~ HN_G ^ 9 ~/ N Gd " f ?H-(CH 2 )xCONHR 

-° oc ' coo- 

CH-(CH 2 )xCONHR 
COO- 

Il"a1 



ou : 




RNHOC(CH 2 >x-CH-N Gd - f C H-(CH 2 )xCONHR 

" OOC C^sJ-- 
-HN-G-HC 
"OOC* 



II " b 1 

avec -G-NH = -(CH 2 ) 3 -NH- ou 



-(CH 2 ) 2 — \^J~ m ~ 



• et ceux fonctionnalises sur le noyau pyridyle de formule 111 dans laquelfc 
-Si - T - S 2 - represente : 
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(G-NH) , 




-CH 2 N CH 2 - 



avec k = 1 et G = (CH 2 ) 3 ; 



de formule 



;ch,),nh- 




RNHOCfCH^x-CH-N Gd 3 * N-CH-(CH 2 )xCONHR 

"°° C WJ C °°" 



CH-<CH 2 )xCONHR 
COO" 



II *" 1 



et specialement les restes A1 dans lesquels x = 2. 

De maniere analogue, on a prepare des composes A2 analogues des composes 
precedents II ' 1, II " a1 , II " b1. II 1 , en remplacant le monomere de Gd par un dimere 
de Gd, respectivement II ' 2, II " a2, Il"b2, II ™ 2. 
1) 



RNHOC<CH 2 )x-HC 



/ 



coo 



(jJ-(CH 2 )-N 
(CH 2 ) 2 Gd 3 * (CH 2 ) 2 



COO" 



HN-G-HC 



/ 



Z 



N N-(CH 2 ) 2 -N / 
(CH 2 ) 2 Gd 1 * (CH^ 



(CH 2 )xCONHR 



RNHOC(CH 



/HCH Ar N N .N-(CH 2 ) 2 -Kl 

,)x CH H P-(CH 2 )xCONHR RNHOC(CH 2 )x-CH HC(CH 2 )xCONHR 

COO" COO" V^- / . 

COO COO 



II '2 



avec -G-NH etant -(CH 2 ) 3 -NH- ou 



-iCHA 



2'2 




NH— 



2) 
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RNHOC(CH 2 )x-HC-N GcT N-CH-G-NH' 

-ooc L>- 

CH-fCH^xCONHR 
COO" 



HN-G— HC-N 
"OOC 




N-^H-(CH 2 )xCONHR 
COO" 



I 

CH-(CH 2 )xCONHR 
COO" 



II 11 a2 



Ou II " b2 (isomere de position de Il"a2) 



COO" 
pH-(CH 2 )xCONHR 



RNHOC(CH 2 )x-HC 

coo- 




"OOC N 



CH-CChyxCONHR 



HN-G-HC 
"OOC 




CH-(CH 2 )xCONHR 



COO 



avec -G-NH etant -(CH 2 ) 3 -NH- ou 



-<CH 2 ) : 




G NH" 




ROOCJC^x-CH-N Gd 3< ^-(CH^xCOOR 

'° OC ^0 c °°" 

r CH-<CH 2 )xCO0R 

10 3) coo- 



-HN G 




ROOC(CH 2 )x-CH-N Gd* 
"OOC 



r y N-9H-(CH 2 )xCOOR 



coo- 



pH-(CH 2 )xCOOR 

:oo- 



II ■ 2 



Avec G-NH etant -(-CH 2 )3-NH. 
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et specialement les restes A2 dans lesquels x = 2. 

Les composee de formu.es ^Y 2 , i r-I ll» b2 sont obtenus au depart de deux equivalents 
des composes de structure V, tels que definis dans la demande, par double faction de 
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substitution sur le 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine en milieu aqueux ou dans un melange 
compose d'eau et d'un solvant polaire miscible a I'eau, en controlant le pH et la 
temperature. 

Les residus de formule R- sont introduits par couplage peptidique selon les methodes 
connues de I'homme du metier, des amines correspondantes de formule R-NH 2 dont la 
structure a ete definie precedemment, par exemple en milieu aqueux en presence d'un 
agent de couplage compatible comme I'EDCI et eventuellement d'un catalyseur. 
Le troisieme atome de chlore est finalement deplace par un large exces de diamine par 
exemple de formule H 2 N-(CH 2 ) a -NH2 ou H 2 N^H 2 -(CH2-0-CH 2 )bCH2-NH2 avec a=2 a 5 
et b=1 a 4. 

Les composes de formule ll'" 2 sont prepares au depart des precurseurs amines derives 
des residus de formule H'"i et de structure : 



selon un protocole analogue par double substitution du cycle triazine et deplacement de 
I'atome de chlore residuel par un large exces de diamine tel que defini precedemment. 

Pour syntbetiser des composes A1 , on a utilise des precurseurs A'1 NH de formule : 



RNHOC(CH 2 )x-CH-N G(f N-CH-(CH 2 )xCONHR 
" ooc ' L m ] coo- 




CH— (CH 2 )xCONHR 
COO" 



N-tCH^j-N 




(CHA,Gd** S 2 



HOOC(CH2)x— CiH 



N — S, — T 



coo- 



V1 



dans laquelle x = 1 , 2 ou 3 et -Si-T'-S 2 - est : 
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1) 

-(CH 2 ) 2 -N-(CH 2 ) 2 - 
HOOC-CH-(CH 2 )xCOOH 

avec Si = S 2 = (CH 2 ) 2 
ou 

2) 




— H 2 C N"""^-CH 2 — 

avec Si = S 2 = CH 2 



et I'un des groupes 2, ou 2 2 est choisi parmi tes groupes ou 



fo a lT e ' h 9r ° UPe P9U ' *" *•**"»* >**0* de fa ? on Cassigue sous 
forme de carbamate, de phMm.de ou de be n2y ,amine comma dec* de face ZZZl 

r;:~ ::r in orsanio *— ■ - ™ r;i e 

et I'autre des Z! ou Z 2 est (CH 2 ) x COOH. 

Les composes V1 du 1) sont designes de type DOTA FR 

designes de type PCTA FR N fonctionna.ise. ' C ° mP ° SeS * 

On a aussi utilise des precurseurs A'1NH de formule : 

(CH 2 ) 3 NH 2 




HOOC(CH 2 )x-CH--N f CH-(CH 2 )xCOOH 



"° OC I J COO- 



CH-CCHyxCOOH 
COO" 

VI 1 



avec x = 1 , 2, 3 

dans laquel le groupe NH 2 est eventueflement protege ou salifle 
et particullerement les composes V1 et VI1 dans lesquefc * = 2 ' 

zzr:, m r PCTA fr du *- c f °~< * «— • — 
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Dans le cas ou I'on a utilise comme diviseur DIV le reste 1,3,5-triazino, on fait 
reagir de preference le precurseur V1, VI1 ou Vl'1 sur la 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine 
dans les conditions habituelles d'une substitution nucleophile en presence d'une base 
dans un solvant polaire aprotique, eventuellement en melange avec de I'eau, 

5 notamment comme decrit dans Comprehensive Organic Chemistry, D. Bostow, W. OIlis, 
vol. 4, p. 150-152 (Pergamon Press) ou dans Tetrahedron Letters, 41(11), 2000, 1837- 
1840. On peut effectuer la reaction en presence d'une base minerale telle que NaOH ou 
Na 2 C0 3 ou d'une amine tertiaire, telle que la triethylamine, par exemple dans I'eau en 
presence de 5 a 60% en volume de dioxanne-1 ,6, de tetrahydrofuranne ou de 

10 dimethylformamide. 

Pour preparer les composes intermediates de formule V1 dans lesquels Zt ou Z 2 
represente (CH 2 )3NH 2 , on peut faire reagir dans une premiere etape sur le compose 
macrocylique correspondant dans lequel Patome d'azote porteur dudit groupe Zi ou Z 2 
15 est libre et les autres atomes d'azote ont ete eventuellement prealablement proteges, 
de facon connue en soi, le compose Y'1-Br de formule : 

N-(CH 2 ) 3 -CH-COOCH 2 -h^^ 




Br 

'6 



prepare selon Tetrahedron Letters 38(47), 1997, 8253-8256 et J. Org. Chem., 50, 1985, 
560-565, tandis que pour ceux dans lesquels Zi ou Z 2 represente : 




(CH 2 ) 2 — < / nh 



on fait reagir le compost Y"1-Br de formule : 

Q 2 N— ^ y (CH 2 ) 2 -Cj:H-COOCH 3 

decrit dans J. Org. Chem. 58, 1993, 3869-3876. 

On fait ensuite reagir sur les autres atomes d'azote macrocyclique apres leur 
25 6ventuelle deprotection, le diacide brom<§, protege sous forme d'ester Y'"1 Br : 

BOOC CH— (CH 2 ) x COOB ( 

Br 

lequel peut §tre par exemple prepare : 
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• pour x = 1, B =: diphenylmethyle, 

selon J.B.I.C. 4. 1999, 341-347 ; 
° pour x = 2, B = (C r C 3 )alky[e ou benzyle, 
selon WO 00/75241 ; 

• et pour x = 3, B = CH 3 , 
selon EP-A-614 899, 



ou d-un aoide en le^aoue x f T <*» b~ 

groups amino. hydroaicooiioue, avan. ou apres ,a formation du 

^Z^zt^t^t: carboxy,iques ' ,e — * — - 

Heiv. Chin, Acta, 69 M9 6 20^074 °° nnUeS n ° tamme '" US 5 ' 554 '™ « 
* PH compria en , re 5 et 7 ' * ^ °" GdCI > e " — ' 

maorooyole don, auoun des atomes d-azote Zt II! J' 5 * ** SUr te 
aveo V, ret fon. ationdugroupeamino ^ ^ ."S^S^ ^ 



HOOCHOVMH-l 7 ch-(CH 2W ^ 




H 2 



I 

CH-(CH 2 )xCOOH 

coo- 

VII 1 




N 

HOOC-(CH,)x CH-4l 

2 " ■ f-CH-iCHzlr—NH 



ioo- 



CH-(CH 2 )xCOOH 

coo- 



VII ' 1 
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Pour obtenir le derive substitue symetriquement, on peut utiliser le procede selon 
le schema reactionnel du tableau 1 suivant dans lequel x et B ont les significations 
precedentes, a partir de la triamine protegee (a) decrite dans Tetrahedron Letters, 
41(39), 2000, 7443-7446, suivi des etapes analogues a celles citees pour le compose 
dissymetrique : 




i 

TABLEAU 1 

(Les composes V (1 ) a V(4) sont des intermediates de V.1 . 
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Pour preparer to. compost de formule VI 1 , on effectue une reaction de Hack 
sur la macrocycle bicyclique, brome sur le noyau pyridyie, d e formula : 



H N 




N— H 



deem dans J. Heterocyclic Cham. 27. 1990, 167-169. suivi d'une reduction. La reaction 
de Hack peu, etre realisee dans las conditions decritss dans Ma,a, Cataiyzed cross- 
ing reactions. Ed. F. Diededch, P.J. Slang, Wiley, VCH. chap. 3, p. 99-166 Le 
schema reactionnel das premieres etapes du precede de ,a prepay de V, as, 
represent tableau 2 ; on effectua ensuite rhydrolyse des groupes esters at la 
complexa on du gadolinium, avanl ou apraa ,a deprotection du groupe amino par action 
de I'acide trifluoroacetique. 

Pour preparer las amides resultant de la reaction du compos6 VI avac une amine 
°" effec,Uer ''a-idffica«on avan, ,a deprotection de .amine aiiphalique. 
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H — N 




N — H 



BOOC(CH 2 )x-CH-£! 
BOOC 




. 574 

|s|-CH~(CH 2 )xCOOB 
COOB 



HC— (CH 2 )xCOOB 
COOB 



Vl(1) 



^^.NHCOO-CJCH^j 




NHCOO-C(CH 3 ) 3 



BOOCCCI-yx-CH-N 

B00C CfJ 

HC— (CH 2 )xCOOB 
COOB 

Vl(2) 



(v|-CH-(CH 2 )xCOOB 
COOB 



NHCOO-C(CH 3 ) 3 



BOOC(CH 2 )x-CH-ls| 
BOOC 




T" 'J Y" v 

' M V COOB 

HC — (CH 2 )xCOOB 



N-CH-(CH 2 )xCOOB 



COOB 



Vl(3) 



TABLEAU 2 



Les composes VI (1) a VI (4) sont des intermediaires de VI 1. 



De maniere analogue, les composes A2 ont ete obtenus a partir de precurseurs 
AVMH, dimeres de formule : 
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D 

COO" COO" 

/ \ ^--^ u \ coo coo" 



-OOC(CH 2 )x-HC' CH-G-HN^ \ / \ 

N~(CHj)j-N HN-G-HC^ >h- ( CH^CG 

(CH ) 2 6d 3+ «W * | 

J, < CH J2 Gd (CH 2 ) 2 

N-(CH 2 ) 2 -N | f Z ' Z 

-OOC(CI-Ux-CH Ar - ✓ N -(CH 2 ) r -N 

\ H / C -(CH 2 )xC0O- -OOC(CH)x-CH 

COO" COO" \ H P(CH 2 )xCOO- 

coo" - - 



coo" 



V2 precurseur de ll*2 
dans laquelle x = 1 , 2 ou 3 de preference x=2 



2) 





K5f Gd 7~CH C NH w _ f 



CH-Z, 



COO" CH-Z, 

coo- 



V " a2 precurseur de II " a2 



avec pour 1) et2) : 

- G-NH est choisi parmi les groupes -(-CH 2 ) 3 NH ou 



^CH 2 ) 2 ~^Jh_NH 



/"V 

avec pour 2) : 
x=2 



Z, at 2 2 son. (CH^COOH. dans iesquelles x = 1, 2 ou 3 de preference 



3) 
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(CH,).-NH- 




-HN-<CH. 



-OOC(CHj)x-CH-N Gd N-CH-(CH,)xCOO- 
-OOC t^lvl^ coo 

CH-(CH 2 )xCOO- 
COO" 




-0OC(CH 2 )x-CH-N Qd 3 * N-CH-(CH 2 )xCOO- 

. "° oc C?-J °~ 

CH-(CH 2 )xCOO- 
COO" 



VI 2 precurseur de II 2 



avec x=1, 2 ou 3, de preference x=2 



L'invention concerne selon un aspect des composes intermediates pour la preparation 
d'un compose de formule (E), lesdits intermediates etant de formule : 

L " [ ( D ) q - ( la.b.c.d, e> f.g)r ] 

notamment les composes II ' 2, II - a2, Il"b2, II 2 couples a un linker L de type 
squarate. En effet, ces intermediates de structure nouvelie et inventive permettent de 
fabriquer des composes (E) polymetalliques a forte relaxivite et de bonne selectivity 

Apres avoir decrit la partie chelate FR, on decrit maintenant la partie biovecteur. 

Selon un mode de realisation prefere, le biovecteur est un agent capable de cibler des 
recepteurs cellulaires ou des composants tissulaires (matrice extracellulaie, proteases 
...) choisis parmi les recepteurs des cellules myocardiques, des cellules endotheliales, 
des cellules epitheliales, des cellules tumorales, des cellules du systeme immunitaire, 
des composants de Tarchitecture de tissus sains ou pathologiques). 
Grace aux chelates FR utilises dont la relaxivite est elevee (d'au moins 20 a 30 mMol- 
1Gd-1), la relaxivite des composes biovecteurs FR obtenus Test aussi, y compris pour 
de petites molecules de biovecteurs. Cela constitue encore un avantage par rapport a 
des produits de I'art anterieur qui . pour augmenter la relaxivite utilisent comme 
biovecteurs des proteines couplees a la partie signal. 

En matiere de solubilite, les proprietes sont aussi tres avantageuses. Les biovecteurs 
utilises posent souvent des problemes de solubilite, comme c'est le cas par exemple 
pour I'acide folique et de nombreux peptides. Les composes biovecteurs FR des 
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'7ZZ:T ^ b0nn6S * — « ~ents 



«;r ,enant p,us,eure modes de -~ • — * — ». 

Conoernant la domaine cardiovasculaire e. ,a plaque d'atnerome 4 risquei dtff , ren(s 
sys, mes/mecanismes biologlques plants dans , a p,a q ue d -ath erome son des l e 

pnv eg „ 6S pour les agente de contraste ou thSrape s se ,, !nven ^; bl - 

On sar. qua las Matrix MeMoprCeinases ( MMP ) ou Matrlxlnes, sont das enzymes qui 

:z c p irv de " 9rader ,es — ^ - ~ 

extracellular Cette matr,ce erfraceliulaire qui antoura oallulas attissus est conatituaa 
a ,e collaqana. Las MMP ont ata classes an 3 groupes 

i; s ( so r snases r in ,es stromei,sines ' ,es '™ - 

Las MMP sont suraxpnmaas dans las piaquas d'atherome. Dans la domaine 
card.ovascuiaire. da nombreuses etudes indiquant qua las MMPs son, itnpli utes d 
I remodelage da ,a matrice axtra-caliu.a.ra au niveau da ,a piaqua. Pour I qui Z de 
Piaquas d'atharomes. au mains huit MMPs y son. suraxprimeas- 



Enzyme 


Reference 
MMP 


Coliagenase Interstitielle 


MMP-1 


Gelatinase A 


MMP-2 


Gelatinase B 


MMP-9 


Stromelysine-1 


MMP-3 


Matrilysine 


MMP-7 


Elastase macrophagique 


MMP-1 2 


Collagenase-3 


MMP-13 


MMP-membranaire MT-MMP-1 


MMP-1 4 



Les MMP1 at 3 son, notamman, decri.es dans Johnson J e. ai. AcUva.ion of matrix 
degrad.ng me,a,,opro,e,nases by mas, cel, proteases in a,nerosc,e ro ,ic laque 
Artenoscl Thromb Vase Bio! 1998; 18: 1707-1715. P'aques. 
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10 



15 



20 



25 
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L'invention concerne ainsi des produits BIOVECTEURS - FR dont le biovecteur est un 
inhibiteur de MMP, pour des applications dans les domaines cardiovasculaire. Selon 
une realisation preferee, I'inhibiteur est un derive de I'llomastat ou un peptide tel 
qu'exemplifie plus loin. 

On preferera aussi des composes de formule generate lx-L n -(Ch FR) y , avec les 
inhibiteurs l x de MMP choisis parmi ceux decrits dans Current Medicinal Chemistry, 
2001 , 8, 425-474 ; Chem.Rev, 1 999, 99, 2735-2776. On pourra notamment utiliser des 
inhibiteurs de. MMP designes TIMP rappeles dans DDT vol 1, N°1, January 1996, 
Elsevier Science, 16-17 ; Bioconjugate Chem, 2001 , 12, 964-971 . 

Pour le thrombus, il est connu que : 

- le recepteur Gpllbllla est exprime sur les plaquettes activees (il est deja 
utilise en therapeutique comme cible d'agents antiplaquettaires) 

- la fibrine est associee a la thrombose. 

Plus precisement en ce qui concerne le thrombus, Intervention de glycoprotelnes 
Gpllbllla sur les plaquettes activees a ete demontree. Les plaquettes sont des 
fragments anuclees des megacaryocytes de la moelle osseuse qui jouent un r6le piv^t 
dans les processus d'atherosclerose et de thrombose. Les medicaments 
antiplaquettaires classiques les plus utilises sont raspirine, la ticlopidine et le clopidogel 
La connaissance des mecanismes moleculaires aboutissant a I'agregation plaquettaire 
a permis le developpement d'une nouvelle famille de molecules dirigees centre le 
recepteur plaquettaire du fibrinogens I'integrine GPIIb/llla. L'avantage majeur par 
rapport aux antagonizes cites precedemment est de bloquer I'etape finale de 
('activation des plaquettes, independamment de la vole deactivation des plaquettes 
L'interaction plaquette-plaquette etant critique pour la formation du thrombus, la fixation 
du fibrinogene (qu| forme des ponts entre les plaquettes) sur le complexe GP llb/llla est 
un evenement cle dans I'hemostase et la thrombose. Quand les plaquettes sont 
activees, les recepteurs glycoproteiques GP llb/llla qui se trouvent a la surface des 
membranes des plaquettes, subissent une modification de leur conformation spatiale et 
peuvent alors fixer des molecules de fibrinogene soluble dans ie plasma et du calcium 
Le fibrinogene etablit les liens entre les plaquettes par I'intermediaire de ponts Ca 2+ - 
fibrinogene formant un reseau dans lequel vont etre emprisonnefcs les hematies La 
thrombine en transformant le fibrinogene en fibrine resserre les mailles de ce filet. Cette 
agregation va conduire a la formation d'un thrombus au niveau de la zone lesee De 
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nombreux efforts ont done e,e realises afin d'identifier sur le recepteur GP Nb/Ula las 
sttes — oo das „ g ands. Le complexe GP llb/llla as, un Zp^a 

heferod.merique glycoproteique membranaire important des plaquettes (environ Lol 
copies par plaquette). V UUUU 

Au moins deux series de peptides, correspondent a des sequences d'acides aminees 
presantes naturellemen, dans ,e fibnnogene humain, sent connues po U r inhTber a 

^ZV^ZTT" ad " s,ves sur ,e rfeepteur Gplib/ii,a : ia — z 

Sly-Asp (RGD) et la chaine gamma Lys-Gln-Ala-Gly-Asp-Val 

La sequence Arg-Gly-Asp (RGD) a inittalement ete identlfiee comma ,a sequence 

aouT " flbrOne0tin6 ' inte9rine rtte «*» <~ ^ el 

Plaquettes-plaquettes a, p,aquettes-vaisseaux apras sa liberation par .as plaquettes 

Cette sequence es, egalemen, presents dans ,e fibrinogens, ,e faCeur von WiLInd 
et la vrtronectine (r6le dans ,a fibnnolyse e. la liaison aux vaisseaux) 
Le complexe GP.,b/„,a reconnaft cette sequence qui inhlbe ,a flxatton de la fibronectine 
du tt nnogene, du faCeur de von Willebrand et ,a vtt ra nec,ine sur les plaquettes T^ 
ces l,gands contlennent au moins una sequence RGD; alors que ,e fibrtnog J en 
on en, deux par demi-molecule. In vivo, ,e fibrinogene est ,e principa, ligand 2 Z 
sa forte concentration dans le plasma. ^auraitae 
L'invention concerne ainsi : 

- des produtts BIOVECTEURS - FR don. ,e biovecteur est capable de dbtar 
le recepteur Gpllbllla . 

- das produits BIOVECTEURS - FR don, ,e bioveCeur as, capable da cibler 
la fibnne, notamment par des pepttdes selecttfs des monomeras de fibrine 
afin de differencier la fibrine de la molecule soluble da fibrinogene 

L invention concerne en particulier des produits BIOVECTEURS FR h™, u. k- ' 
comprend un mo* RGD, pour des appllcattons cardiovaLu^s ^ 
On pourra par exemple ufliisar des peptides decnts dans WO 2001/ 9 188 Seminars in 
nuclear medicine, 1990, 52 - 67 . Nucear Medicine and Radiology, 28 200 5 " e 
bibapcitide Acuteot de la societe Diatide. ' 

Concernan, ,a domaina oncologie, rimagerie speciflque obtenue par ,a presente 
nvent,on v,se a obtanir selon une realisation un manquage de ,a n J ang ^Z 2 
age spacittquemen, des cellules ttrmo.les ou des aerations d e a 2Z 
ex,race,,u,a,re, non ob.enuas par les techniques connues. D Were n,s systeme o! 
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mecanismes) biologiques associes au developpernent tumoral sont des cibles 
privileges pour les agents, de contraste ou therapeutiques selon ('invention : le 
systeme faisant intervenir des composes capable de se Her a des recepteurs aux 
folates, le systeme faisant intervenir les MMP, le systeme faisant intervenir des facteurs 
de croissance impliques dans I'angiogenese. 

II est connu que les folates jouent un role essentiel dans la biosynthese des bases 
puriques et pyrimidiniques de tous les organismes vivants. Us sont ainsi impliques dans 
les processus de proliferation cellulaire faisant intervenir differents enzymes utilisant les 
folates comme cofacteurs ou comme substrats. .Leur metabolisme est implique d'une 
part dans la synthase du noyau pteridine et d'autre part dans des reactions de 
modification fonctionnelle, d'oxydation ou de reduction du noyau pteridine deja forme 
L'uptake cellulaire des folates endogenes comme des antifolates peut etre regule par 2 
proteines de transport : 

- la Folate Binding Protein (FBP) appelee aussi Folate Receptor 

- le Reduced Folate Carrier (RFC) 

Le brevet US 6 221 334 rappelle implication des folates dans ce domaine, et decrit des 

composes associant I'acide folique ou le methotrexate avec un chelate . 

La demande WO 02/087424decrit des composes associant des folates avec un chelate 

a faible relaxivite, ces folates etant necessairement depourvus d'acides amines 

natureis, ce qui n'est pas necessairement le cas des biovecteurs folates de la presente 

invention. 




acids folique 




COOH 

OH 



xXj t 



methotrexate 



L'invention concerne selon un mode de realisation des produits BIOVECTEURS - FR 
dont le biovecteur est un derive capable de cibler un recepteur au folate, ce biovecteur 
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etant capable de donner lieu a une reconnaissance specifique de cellules tumorales 
etant couple a un chelate immobilise Ch FR. 



et 



^invention concerne en particulier les composes (E) s'ecrivant • 
(E1): 



,(K 2 - Lfj (L) (Ch FR) 




ou (E2) 



Us K Rs r 7 



Qf N "Gf 4 




,(K 2 -Lf) r (L) 



(Ch FR) 

z y 



(L) 



(Ch FR) 

y 

dans laquelle : 

a) G1 est choisi independamment dans le groupe constitue par : halo, R f2 , O R f 2, S R f 
3, N R f 4 R f 5 ; de preference G1 est choisi NH2 ou OH 

b) G2 est choisi independamment dans le groupe constitue par : halo, R f 2, O R f 2 S R f 
3, and N R f 4 R f 5 ; 

0 G3. G4 representor* des groupes divalent* choisis independamment dans le groupe 
constitue par -( R f 6') C=,-N=,-< R, 6') C (R f 7>, -N (R ( 4> ; 

de preference G3 est -N= (aside folique) ou -CH- (composes decrits plus ioin • CB3717 
-aKitrexed. MAQ lorsque ,e cycle oomprenan, G3 est aromatigue. et G3 est -NH- ou '. 
CH2- (composes decrits plus loin : AG-2034. lometrexol) lorsque ,e cycle comprenant 
(j3 est non aromatique ; 
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de preference G4 est -CH- ou -C(CH3)- lorsque le cycle comprenant G3 est 
aromatique, et -CH2- ou -CH(CH3)- lorsque le cycle comprenant G3 est non 
aromatique ; 

f) G5 est absent (compose pemetrexed) ou choisi parmi -( R f 6') C=-N= -( R f 6') C 
(Rf7>. -N (R f 4>; 

g) Le cycle J est un cycle aromatique heterocyclique ou non a 5 ou 6 sommets, les 
atomes du cycle pouvant etre C, N, O, S ; 

h) G6 est N ou C (compose decrit plus loin : 3-deaza-ICM 98,583) 

i) K1 et K2 sont choisis independamment dans le groupe constitue par - C (Z f )-,-C 
(Z f ) O-.-OC (Zf)-.-N (R f 4")-,-C (Z f )-N (Rf 4), -N (R f 4")-C (Zf) r O-C(Z)-N(R f 4")-, -N(R f 4")- 
C(Z f )-0-, N(Rf 4")-C(Z f )-N(R f 5")-, -O-, -S-, -S(O)-, -S(0)2-, -N(R f 4")S(0)2-, -C(R f 6")( R f 
7")-, -N(C ^ CH)-, -N(CH2-C - CH)-, C1-C12 alkyle et C1-C12 alkoxy; dans lequel Zf 
est O ou S ; de preference K1 est -N(Rf4 ")- ou -C(R f 6")( R f 7")- avec R f "4, R f 6", R f 7" 
etant H ; A2 etant ou non lie de manlere covalente a un acide amine ; 

j) R f 1 est choisi dans le groupe constitue par : H, halo, C1-C12 alkyl, et C1-C12 
alkoxy ; R f 2, R f 3, R f 4, Rf4\ R f 4", R f 5, R f 5"', R f 6" et R f 7" sont choisis 
independamment dans le groupe constitue par : H, halo, C1-C12 alkyle, C1-C12 alkoxy, 
C.-C, 2 alkanoyle, C.-C, 2 alcenyle, C1-C12 alcynyle, (C1-C12 alkoxy)carbonyle, et (C,- 
C, 2 alkylamino) carbonyle; 

h) R f 6 et R f 7 sont choisis independamment dans le groupe constitue par : H, halo, C1- 
C12 alkyle, C1-C12 alkoxy ; ou R f 6 et R f 7 forment ensemble 0= ; 

i) R f 6' arid R f T sont choisis independamment dans le groupe constitue par : H, halo, 
C1-C12 alkyle, C1-C12 alkoxy ; ou R f 6' et R f T forment ensemble 0= ; 
j) Lf est un lien divalent incluant le cas echeant un acide amine naturel ou un poly acide 
amine naturel, lie a K2 ou a K1 par son groupement alpha-amino par une liaison 
amide ; 

k) n, p, r et s sont independamment 0 ou 1 . 

La formule (E) inclut les formes tautomeriques, par exemple des composes pour 
lesquels G1 est OH, SH ou NH. 

Pour les composes de I'invention dans lesquels au moins un des groupes K1, K2, 
R f 1 , R f 2, R f 3, R f 4, R f 4', R f 4", R f 5, R f 5", R f 6, R f 7", R f 6, R f 7, R f 6' et R f T comprend 
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2ZZ clT ??• a ' ky,amin0 ' a ' kan0y,e ' ^ al^oxy carbon^e 

<Tc7 7 9f0UPe C ° mPrend d6 Pr ^ enCe 1 * 6 *»« <*e caroone 
(C1-C6), encore de preference 1 a 4 atomes de carbone (C1-C4) 

Par. .exposes enoncas c,-dess U8 , ,ee invent^ se son, no tamm en, Creeses 
a) 





15 





R1 


R2 


R3 






R1 


R2 


R3 


MTX 


NH 2 


N 


CH 3 




2-dAMT 


H 


N 


H 


2-dMTX 


H 


N 


CH 3 




2-CH 3 -AMT 


CH 3 


N 


H 


2-CH3-MTX 


CH 3 


N 


CH 3 




Edatrexate 


NH 2 


C 


C2H5 


AMT 


NH 2 


N 


H 













10 b) 




X = propargyl 


R1 




R3 


R4 


R5 


CB3717 


NH 2 


N 


OH 


Glu 


H 


ICI-1 98,583 


CH 3 


N 


OH 


Glu 


H 


3-deaza-ICI- 
198,583 


CH 3 


CH 


OH 


Glu 


H 


4-H-JCI- 
198,583 


CH 3 


N 


H 


Glu 


H 


4-OCH-HCI- 
198,583 


CH 3 


N 


OCH 3 


Glu 


H 


Glu-» Val-ICI- 
198,583 


CH 3 


N 


OH 


Valine 


H 



> 



Glu-> Sub-ICI- 
198,583 


CH 3 


N 


OH 


S liberate 


H 


7-CH3- ICI- 
198,583 


CH 3 


N 


OH 


Glu 


CH 3 


X = methyle 


R1 


R2 


R3 


R4 


R5 


raltitrexed 


CH 3 


N 


OH 


Glu 


H 


2-NH 2 -ZD1694 


NH 2 


N 


OH 


Glu 


H 




5 [.'invention concerne de maniere preferee ies composes (E) utilisant les biovecteurs B 
suivants 



o gooH 

OH 



Edatrexate 

En substituant le N 10 du MTX par un carbone porteur du groupement ethyl, ('uptake 
10 cellulaire via le RFC ainsi que la polyglutamatation sont superieurs pour les cellules 
tumorales / cellules saines. 
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Trimetrexate Piritrexim 



111 ' - I 

H/T ^N"""^^ COOH 

(6R) AG-2034 



Le Soufre en 5 permet de mieux remplir la poche hydrophobe de GARFT que le 
methylene (Kd / FBP = 3,2 pM). 




ZM214888 



Cette structure est, comma celle de tous les composes studies par les inventeurs 
substrtues sur I'azote en position 10, tres eloignee de I'acide folique. " 



OH 

N 



A 




N 




COOH 




ZD9331 

-<3-V C00H «- 



^„*-s#~ (6S)-CB300638 




COOH 



CB3717 



OH 
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N. 




"Nf*^ Pemetrexed 



Ces structures ne contenant pas le squelette pteroTque sont tres eloignees de oelle de 
I'acide folique d'un point de vue structural. 



f 
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p-DADF 0<p oJW 




OH 

IH 



, . ^ affimt © augmente quand I'aminp Pn o 

remplacee par un methyle ; les azotes en 5 -t m » . - 

9 rcu Pe ChRR e<an, sous forme de dimere comprenan, deux ohe, tes 1 
un diviseur, ,e groupe [L - Ch FR] etan. greffe en gamma * 
- ou deux groupes Ch FR, oomme dans le compose BIO-FOLATE II avec z- 2 
x- y=2 les groupes Ch FR e»am sous fcrme de dimere, ,es g rou esT c h 

ZT 9reff& '' Un ^ 9amma ''^ e " a ' pha ' * - m pos, BIO FOWE 
etant done un Wtram^re. e " 

b) Avec un compose de formute (E2), lorsque Lf contient un aoide amm* 

choisir de greffer sur le K1 »„ ne ' on P eut ai "si 

au (a,. P0S '"° n 1 °' St "W""*—* en p,us oomme pour (E1, 



"I:™ ^ ' e " ' - — - - "MP on, deux 
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a) elles participent a la dissemination tumorale en detruisant la matrice extra- 
cellulaire; 

b) elles creent un environnement qui favorise la croissance et I'angiogenese des 
tumeurs primaires et metastasees 

5 Les MMP exprimees dans les principales tumeurs humaines sont notamment les 

suivantes : 

-cancer du sein : MMP-1 ,2,3,7,9,1 1,13,14 

-cancer, colo-rectal : MMP-1 ,2,3,7,9,1 1 

-cancer du poumon : MMP- 2,3,7,9,1 1 ,14 
io -cancer de la prostate : MMP-1 ,2,3,7,9 

Et il y a une correlation frequente entre le stade de progression tumorale et le niveau 
d'expression des MMP. En general, les tumeurs malignes expriment une plus grande 
quantite de MMP que les tumeurs benignes 

L'invention concerne ainsi des produits BIOVECTEURS - FR dont le biovecteur est un 
is inhibiteur de MMP, pour des applications dans le domaine oncologie. Selon des 
realisations preferees, on utilisera des inhibiteurs choisis parmi ceux decrits dans 
Current Medicinal Chemistry, 2001, 8, 425-474 ; Chem.Rev, 1999, 99, 2735-2776. Jn 
pourra notamment utiliser des inhibiteurs de MMP designes TIMP rappeles dans DDJ 
vol 1, N°1, January 1996, Elsevier Science, 16-17 ; Bioconjugate Chem, 2001, 12, 964- 
20 971 . ' " : - 

En ce qui concerne I'angiogenese, des etudes ont montre que I'angiogenese est un 
facteur pronostique dans diverses tumeurs, notamment le cancer du sein, du rein, de la 
prostate, du c6lon et du cerveau, ainsi que dans le melanome. 
25 L'invention concerne ainsi des produits BIOVECTEURS - FR dont le biovecteur est 
capable de cibler un marqueur d'angiogenese. 

II est montre que certains facteurs de croissance endotheliaux sont specifiques des 
tumeurs. Les cellules endothelials, qui constituent la paroi interne des vaisseaux, ne 
manifested aucune tendance naturelle a la proliferation chez I'adulte sain. En revanche 
30 lors de situations pathologiques, par exemple lors du developpement de tumeurs ou de 
I'eclosion de metastases, les besoins accrus en oxygene et en apports nutritifs sont 
vehicules par un accroissement de Irrigation locale. Les tumeurs iderivent ainsi a leur 
profit un nouveau reseau vasculaire, processus connu sous le nom d'angiogenese. 
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Le facteur de croissance des cellules endothelial vasculaires (VEGF) est un facteur 
de oo,ssance angiogenique puissant et seleCif. il agit en stimulant au mains trois 
recepteurs sur la membrane extracellulaire : VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 / KDR) 
et NP-1. Les recepteurs aux VEGFs appartiennent a la grande famine des RTK 
(Tyros,ne-Kinase Receptor). Ces prote.nes de la familledes integrines posseden. une 
reg,on extracellulaire capable de lier ,es Uganda, un domaine transmembranes et une 
region cytoplasmic^ portent I'activite tyrosine kinase. Dans le cas des VEGFR le 
domaine kinase es, interrompu par une courte sequence specie a cheque recepteur. 

■-'invention conceme ainsi des produits BIOVECTEURS - FR dont le biovecteur est un 

On pourra utiiiser notammen, des biovecteurs (notemment des peptides obtenus par 

ZZZ T danS ' 6S d ° CUmen,S W ° 01/012809 ' WO ™«3693, WO 

02/057299 (peptides de 8 acides amines ciblant VEGFR3) ; Nuclear Media 

Communions (1999), 20, Pharmacological Review, 179. 206,2000 ; j£Z 
2?tT1i n'r' 2000 - 275 ' 13588 " 13596 : ~ * Biological Chemistry, 2 02 

„ r [ ChSm - J - Bl0Chem - MoL btol - 200°. 16,803-806. On pourra notammen, 
uf-ser (,) des inhibKeurs de .advite enzymatlque llee aux VEGF tels ^e des 
composes quinazolines. amlnothiazoles. anthranilamide, (II) des « * 
antagc.istes Ce VEGF, notammen, des pe, tt es moleculls' telles 

dlZlZ 68 et des mo '* cu,es de doc " JP2 °° 1 - 853 ^. 

On sa« aussi que Hntegnne av P 3 es, peu exprimee dans ,e systems vasculaire mais 
es, surexpnmee dans les ceilules tumorales (gilobiastome dernier stade, cam nZ 
ovanen m«anome). L- a v P 3 prend pad a rangiog^se a durante stades ■ Z 3 
reguie lesion des celiules endomeliales . ,a ma,rice, i, Uansmet des signaux 
noyaux des celiules et es, un recepteur pro-ang to genique en 
recepteur du facteur de croissance dee cellules endothelials (VEGFR-2 flk) L'av63 
en acton avec ,a metalloproteinase-1 de ,a membrane (MT1-MMP) est responsable de 
action de ,a me,a„opro,einase-2 de ,a matrice a ,a surface 
de ce recepteur mais aussi de r™p S par des pep U des RGD ou par des anticorps indu 



51 



I'apoptose des cellules. L'avp3 cornme J'avp5 interviennent surtout dans la phase de 
proliferation de I'angiogenese. De nombreuses proteines de la matrice possedent une 
sequence commune : Arg-Gly-Asp (notee RGD) qui a ete identifiee comme le site 
d'interaction avec certaines integrines. Un grand nombre d'inhibiteurs d'angiogenese 
comprenant cette sequence RGD ont ainsi ete developpes. 

L'invention concerne ainsi des produits BIOVECTEURS - FR dont le biovecteur est un 
peptide RGD approprie pour des applications en oncologie. 

Pour les peptides RGD ciblant I'avp3 les inventeurs preferent des biovecteurs qui 
permettent d'inhiber I'angiogenese presentant une forte affinite pour I'avp3 (afin 
d'empecher la fixation des proteines de la matrice) mais une faible affinite pour l'allb(33. 
En effet II a ete montre que les antagonistes de l'allb(33 pouvaient provoquer des 
problemes de saignement indesirables. Les inventeurs preferent en particulier des 
antagonistes ayant une sequence peptidique RGD cyclique plus stable face a la 
degradation enzymatique et une meilleure affinite et selectivity la conformation du 
peptide etant maintenue dans une position privilegiee en raison de la restriction des 
rotations. ■ 

Plus precisement apres une analyse structure activite des peptides RGD, les inventeurs 
preferent tout particulierement, pour etre dans des conditions favorables a un maintieVi 
de ['affinite pour IWpS, des peptides RGD cycliques afin de prevenir de la degradation 
par les enzymes (exo et endo peptidase), avec un cycle assez court afin qu'il soit plus 
rigide (cycle a 5 preferable a un cycle a 6 acides amin§s), avec un acide amine de 
configuration D. La distance entre les carbones p de I'acide aspartique et de I'arginine 
est typiquement inferieure a 6,6 A pour avoir une selectivity plus importante pour I'avp3 
que pour I'allbps (dont le site est plus large que celui de I'avp3). Un acide amine 
hydrophobe voisin de I'acide aspartique favorise en outre une meilleure selectivity Une 
telle structure est optimale pour une bonne exposition des fonctions hydrophobes et 
hydrophiles dans le site du recepteur, Les inventeurs preferent en particulier le peptide 
cyclo(Arg-Gly-Asp-Dphe-Val) aussi note cyclo(RGDfV) f les lettres minuscules indiquent 
une configuration D de I'acide amine correspondant. II presente un IC 50 de I'ordre du 
nanomolaire (2 - 2,5nM). Ce peptide est particulierement interessant pour la fonction 
amine laterale de la lysine qui peut reagir avec un derive FR. Sa synthese est decrite 
dans X. Dai, Z. Su, J.O. Liu ; Tetrahedron Letters (2000), 41, pp6295-6298. 
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Peptide RGDfK 

II permet le couplage a des chelates Gd FR fonctionnalises notamment COOH 
squarate ou isothiocyanate. Les inventeurs ont eu a surmonter let difficulty techniques 
5 ees au choix des protections des acides amines, au choix du milieu de couplage 
(sohde avec des questions de solubilite des ligands Gd ou en solution) 
On pourra uti.iser aussi des composes presentant une conformation de flexible 
restremte, ces peptides ayant une bonne affinite et selective pour av|33- 
-Des peptides dont le motif RGD est place entre deux cysteines, Pactivite pour I'avBS 

io augmentant, par exemple (oyclo(CRGDC)). 

-Des peptides dont le groupement RGD n'est pas dans le oyole mais encadre par deux 
S^;; ™ inS '' Un d ' e " tre 6UX ** *»"* P- P-t disu, fure en*. 2 cysteines 
On pourra utiliser aussi : 

.5 -des bioveoteurs P o l ypeptides ohoisis de maniere telle qu'ils interagissent in vivo aveo 
au morns une enzymes notamment MMP, oette interaction oonduisant a une liaison plus 
ode aveo une proteine olble et a une augmentation de la relaxivite, comme deorit dans 
le document WO 01/52906 

.0 m^rTT C ° mPrenan ' ^ d8 C ' iVage "W. '* <*««• entrainan, une 
.0 mod.fioat.on de oonformation et des echanges de molecules d'eau au niveau du chelate 

(pnnci P e deorit dans US 5 707 605 aveo des chelates non FR) 

im ST"" d ' antiC0rP8 °° mme ' e LM6 ° 9 (Nature Medicine ' vo ' 4 ' 5 ' mai 

■-'invention oonoerne aussi des produits BIOVEOTEURS - FR dont le biovecteur est un 
5 peptidomimetlque du peptide RGD, approprle pour des applications en oncologie On 
pourra utiliser: a 

- des peptides avec substitution d'une ou deux liaisons peptidiques par des 
liaisons thioamides (CSNH) ou par des gmupements cetomethytene 
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(COCH 2 ) dans la mesure ou les substitutions n'induisent pas de 
changement de conformation importante. 

des peptides (EMD 121974 aussi appele Cilengitide : cyclo(RGDf- 
N(Me)V), qui presentent une N-methylation de chacun des acides amines 
du peptide cyclique (RGDfV), ce peptide presentant une tres forte affinite 
(IC 50 = 0,58nM) et une selectivity tres importante (1500 fois plus 
importante que pour I'cdlbp3). 

/ 




NH 

•i 

NH, 



- des peptides possedant la sequence suivante cyclo(Xaa-Yaa-GD- 
Mamb), le groupement Mamb etant le N-aminomethyl acide benzoTque. II est 
demontre que les DXaa-N-MeArg sont des antagonistes tres actifs de I'<xllbp3 
alors que les antagonistes LXaa-Arg sont selectifs de I'ctvp3. 




Mamb 

le peptide cyclique (RGDD(tBuG)Mamb) pr§sentant une affinite tres 
importante pour l'otvp3 (IC 50 = 0,6nM contre 14pM pour allbp3) due au 
caractere hydrophobe de I'acide amine voisin de I'acide aspartique et au 
groupement Mamb qui rend le peptide moins flexible en solution aqueuse 
le peptide XJ735 (DUPONT) possedant le groupement: cyclo(ARGD- 
Mamb). Celui-ci permet d'inhiber la fixation du fibrinogene au recepteur 
avp3 (IC 50 = 70nM) mais ne bloque pas les autres integrines (avp5, 
a5p1). 

des peptides obtenus en introduisant differents groupements a la place de 
Dphe-Val (ou fV) dans le peptide de reference RGDfV. 




HN* 

6 

(S)-ANC 






Ces groupements ont ete synthetises pour mimer le repliement pll' mais 
aussi pour reduire la flexibilite dans la region de rotation p. L'agent le plus actif 



1er depot 

54 



est le cyclo(RGD-(R)-ANC) (IC 50 = 0.8nM). On peut aussi y introduire des sucres 
X a la place de ces deux acides amines (fv) dans la sequence cyclo(RGDX) 
(Lohof E.etal; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. (2000), 39 (15), PP 2761-2764) 

- des peptides avec introduction d'une double liaison dans le cycle 
(Kawaguchi, et al, Biochemical and Biophysical Research Communications 
(2001), 288(3), pp711-717) 





>=0 — 




- des peptides decrits dans Chemlibrary.bri.nrc.ca 

invention concerne aussi des produits BIOVECTEURS - FR dont le biovecteur est 
une molecule non peptidique, cib.ant rintegrine avB3, appropriee pour des applications 
en oncologie. On pourra utiliserles composes du tableau suivant, dont I'affinite 
nanomolaire est demontree, «a partie FR permettant un signal nettement ame.iore 
lefficacrte d.agnostique etant validee par un test de screening tel que celui utilise pour 
le peptide RGDfV detaille plus loin). 
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Benzadiazenine - Benrazepine et d^riw^Q 
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Benzamide 






acvlpyridine 




9952896 





CI 



N 



^COOH 



et autres composes du document WO 



( 
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Coeur heteropentacvrte 




et autres composes du document Lohof et al 
Angew.Chem.lnt.Ed.Eng 2000, 39(1 5),pp2761 -2764 



H,N. 




document WO 0000486, 



et autres composes a base d'acetylthiophene dul 




! i 



O 



SG 545 




XT 199 



(et les composes SG256,SM256 ) XJ735 de Dupont Pharmaceuticals) 




00^ 



et analogues du document WO 0003973 



H,N. NH 
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Carbohydrate 

V 



H,N. H 
N 



Thiolutine 



et autres composes, a groupe pyrrothine 



On pourra utiliser des biovecteurs cites dans les documents US 6 537 520 (biovecteurs 
ciblant avB3 surexprime iors de I'angiogenese) et WO 01/1 98294 (cceur indazole). 
On pourra dans certains cas utiliser plusieurs biovecteurs differents dans un meme 
compose pour augmenter les chances d'atteindre une meme cible, par exemple un 
peptide RGD et une benzadiazepine pour I'avp3. 

Le principe de la synthese des biovecteurs-chelates FR avec des inhibiteurs de MMP 
peut etre celui utilise dans le document WO 01/60416 (pages 91-97) avec des 
biovecteurs-chelates non FR (dont le biovecteur est designe Q et le lien Ln). 
En plus des biovecteurs de type RGD ou equivalents fonctionnels cites ci-dessus, on 
pourra utiliser les composes inhibiteurs de MMP suivants, sachant que la description 
detaillee donne des protocoles experimentaux qui permettent de finaliser un criblage in 
vitro ou in vivo : 

- des peptides, peptidomimetiques, non peptides fonctionnellement equivalents, 
efficaces sur le plan diagnostique ou therapeutique, choisis parmi les inhibiteurs 
commercialises, notamment des catalogues 2002 de Bacheitn, Amersham. 

- des inhibiteurs decrits dans les documents WO 01/60416, WO 01/60820, WO 
2001/92244, EP 558 635, EP 663 823. 
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- des inhibiteurs de type hydroxama.es, pyrrolidines hydrexama.es , hydroxama.es 

b,cyc„ques. cyclobuty, hydroxama.es, sucoiny, hydroxamates, sulmnamides 

hydroxama.es, a.anine hydroxama.es, .els que deems dans ,es documents EP 

793 641 , EP 766 665, EP 740 655, EP 689 538, EP 575 844, EP 634 9 8 WO 

9*9667, EP 965 592, EP 922 70 2 , WO 99/52889, WO 99/42443 WO 0 i 
(Dupont ; en particulier de formules la et lb) 

" EP 725 ™ US Ph0SPhiniqUS te,S ** *» - «°<« 

2000 0403a 70 °' W ° 98/ ° 3516 ' EP 716 ° 86 ' wo 2000 ™" • wo . 

- des inhibiteurs a base d'imides cycllques (US 5 854 275) 

- des inhibited a base de sulfonamides tricycliques (WO 2000 06561) 

- des inhibiteurs a base d'acide oxobutyrfque 

- des derives de TIMPS (Bioconjugate Chem, 2001,12,964-971). 

Toujours dans .e domaine oncologie, des composes BIOVECTEURS FR A hs» „ 
Penates ou de blsphophona.es son. .res u«,es pour le Jeer I l^eut 

Dans ees composes, le biovecteur pourra avoir pour formule (P03H2>„ „ , 7 ' 
typiquemen. entre 1 et 6, avec [ (BIOVECTEUR! , , C ° mPriS 

= . — — z*^— — r„» 

Les inventeurs ont notamment prepare des produits de formule : 
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)=0 
AAG 1 AA 28 Br 



AAGjAA^Br 





J [ G* 4 ] O O 



AAGjAAjgBr 

Concernant le domaine des Maladies Inflammatoires et Degenerates, Invention vise 
notamment des biovecteurs FR ciblant des recepteurs localises sur les macrophages 
tels que les recepteurs SRA (Scavenger Receptor), les recepteurs Fc (US 
2002/58284). V ; 

La progression de I'atherosclerose implique la captation des LDL puis leur oxydation au 
niveau des plaques. La phagocytose de ces LDL oxydees par les macrophages est- 
med.ee par un ensemble de recepteurs regroupes sous I'appellation de recepteurs 
eboueurs ou scavenger (SR). Cette famille de proteines membranaires joue done un 
r6le majeur dans la transformation progressive des macrophages en cellules 
spumeuses. Les SR sont des proteines de surface membranaire capables de fixer les 
cellules senescentes ainsi que les lipoproteines modifiees chimiquement ou 
b.olog,quement. Les principaux groupes de SR se classent en differentes classes : 
1/ Les SR de classe A : type I, type II et MARCO 
21 Les SR de classe B : type I, type II et CD36 
3/ Les SR de classe D : CD68 
4/ Les SR de classe E et F « lectin-like » : LOX-1 
5/ Les SR recents non classes : SR-PSOX 

Comme rappele dans le document US A 2002/0127181 et dans De Winther et al 
ATVB 2000 20: 290-297; Kunjathoor et al., J Biol. Chem. 2002 277: 49982-49988, le 
recepteur SRA est surexprime par les macrophages lors de maladies cardiovasculaires 
(atherosclerose, plaque d'atherome, maladie des.arteres coronaires, thrombose, 
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"***' inferCtUS dU my ° Carde L ' utili *>«°" de produits selon .invention pour le 
ablage do SRA assoc.. a oes pathologies M parte de invention. On utilisera par 
exerop.e oomme biovecteur un entagoniste de SRA, avec un metal superpara- 
magnetic pour one etude IRM ou un radioisotope utilisable en sointigraphie ou en 
tomographie par emission de positrons (PET et techniques derivees). 

invention oouvre ainsi egalement, pour le diagnostic et/ou le traitemen, de ma.adies 

inflammatoires, des chelates FR associes : 

1 ) a des biovecteurs ciblant le SR, notamment : 

la) des biovecteurs deorits dans les documents US 6 255 298, US 6 458 845 WO 
00/06147, WO 00/03704 ' 

IV^UnT™ m ° difi6eS n0tammen, d9S LDL a « ( ac LDL ; Gurodutta et 
al., Nuoi. Med. Biol. 2001 28: 235-24) et des LDL oxides (oxLDL) 

2£ "r d ! TT" ° XLDL ' LPS dSCrttS Esba <* « *. "Won. 199318: 

6 5107 ^ K m 1994 269: 8241 °° S,en St *** *»«*»>• 1998 

66. 5107: BlJ sterbosoh et a. A/uc/e/c AMs Res. 1 997 25: 3 290 ; Biessen et a/ 
Mol.Pharmacol. 53:262, 1 9 98 ""era/, 

1 .d) des peptides cribles par phage display capables de se lier a U recepteur SR-AI ; 

2) a des biovecteurs cibian, des recepteurs aux foiates (ces recepteurs aux folates 
surexpnm* dans les macrophages acUv6s) pQur une ~ 

pathologies impliquant une activattan de macrophages ; 

3) a des peptides de oibiage de plagues amides entralnant nolaromenl ,a roaiadie 
d Alzhe.mer (par exemple deorits dans WO 01/74374, US 6 329 531) ; 

tJutz:^ de csf (gcsf ' ° m - csf - ) dsc * - — * 

5) a des anticorps ou des fragroents d'anticorps oiblant des recepteurs 
surexpnmmes sur les macrophages (CD68.MRP6-18, ...) 

B,XECT E M^p7 a ' adieS - *»«<— °n, en outre obtenu des 

BIOVECTEURS FR dont le biovecteur es, la phosphatidyls^ ou un derh,e de ,a 



61 



phosphatidylserine, pour une utilisation dans le diagnostic de maladies liees aux 
macrophages. 

La phosphatidylserine (PS) est un phospholipide membranaire, principalement localise 
sur la face interne de la cellule c6te cytoplasmique. Sa charge globale negative stabilise 
sa polarite et I'empdche de diffuser au travers de la membrane piasmique. La PS sert 
de signal de reconnaissance pour le macrophage. La nature de ce signal reste encore 
inconnue (reconnaissance directe, densite de charges, recepteurs multiples, recepteur 
unique inductible). D'apres les derniers travaux publies, il s'agirait d'une interaction 
directe PS et recepteur a la PS (PSR) apres induction de ce recepteur a la surface de 
certains macrophages presents dans la zone en rupture d'homeostasie. Chez certaines 
cellules macrophagiques, la PS interagit egalement avec les scavengers recepteurs via 
leur site d'attache pour les phospholipides anioniques. La PS est exprimee au niveau 
de la face interne de la membrane de toutes les cellules viables. En cas de souffrance 
cellulaire ou en debut de processus apoptotique, une translocase membranaire 
provoque un basculement de la PS sur la face extracellulaire de la cellule. Cette 
expression extracellulaire constitue un signal de reconnaissance pour les macrophages . 
qui reconnaissent et phagocytent la cellule en souffrance evitant ainsi une inflammation! 
locale. 

Les inventeurs ont prepare un agent de contraste lie a la PS ou derive, destine a etre" 
activement capte par les macrophages afin d'imager ces diverses pathologies.* 
Plusieurs difficultes techniques chimiques ont ete surmontees, afin de preparer les^ 
biovecteurs PS suivants, le chelate etant couple sur la fonction NH2 libre : 




Afin de controler parfaitement la structure des produits finaux, il a ete necessaire de 
preparer des derives de PS correctement fonctionnalises (nature de la fonction 
engagee dans la reaction de couplage avec le chelate FR, emplacement de celle-ci sur 
la molecule de PS). Les fonctions chimiques retenues sont adaptees pour permettre 
I'ancrage du phospholipide a la sonde paramagnetique de maniere selective et effjcace. 
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La presence d'un residu amino-acide sur la partle polaire d„ i» pq . 

difficuKes supplemental qu ,, a fall /*?T' ' neS ° Ur0ede 

pnotecHon/depnotectlon des fonctlons 1 e ci ,^7 CWmie 

Les inventeurs ont en outre prepanS des produte vectorises dan. , . 
phosphatidyteerine est depourvue d'au mm™ „ vec,0 ^es dans lesquels la 
Pas a„eree de .anlere oil ~ ™ 



en a :™ ? u ^ ::::: t dia9nos,ique ° u 

-oes sur ,a p,an d^e Sje ZI™^ T " f 
Pour teste, cette ^ "~- - — - apples 

s^rr on ci,era notemment ' en pius de - -* * - - - - 

^S^^TT* wo 01/97850 (cib,ant des -*« 

-re (peptide de c,,a 9 e U^^^fT"^ " 

exe mplel e r e C ep,eurKDR/ F ,Mdo n ,R.xJ.H e r RX KXH " P " 

2) WO 0?nR9«m / , ... K-X-K-X-H, ou les recepteurs Tie-1 e 

^. WO 02062810 (glycos«des de sialyl Lewis), WO 02/40060 „ > 

I'acide ascorbique), US 6 524 554 /hw „ 02/40060 (antioxydants tels que 

ucj b b^4 554 (ciblage de la tuftsine), WO 02/094ft7<* 
recepteurs a proteine G rpor ^ u^/094873 (ciblage de 
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oiblant «vp3 ou 5), US A 2002/0106325, WO01/97861 (benzodiazepines et analogues 
obtain des integrines). WO 01/98294 (imidazoles et analogues), WO 01/80416 
(inhibiteurs de MMP, notamment des hydroxamates). WO 02/081497 (peptides de 
cblage d'av|33 tela que RGDWXE), WO 01/10450 (peptides ROD), US 6 261 535 
(ant,cor P s ou fragments d'anticorps (FGF, TGFb, GV39, GV97 ELAM VCAM 
inducible par TNF ou ,L), US 5 707 605 (molecule de oiblage modify par intention 
aveo sa o,b,e), WO 02/28441 (agents de oiblage de depots amyloides), WO 02/056670 
peptides olives oathepslnes), US 6 410 695 (mitoxantrone ou quinone), US 6 391 280 
(polypeptides oiblant des cellules epitheliales). US 6 491 893 (GCSF1 II* 
2002/0128553, WO 02/054088, WO 02/32292, WO 02/38546, WO20036059 US 6 534 
038, WO 99/54317 (inhibiteurs de cysteines proteases), WO 0177102 EP i 121 377 
Pharmacological Reviews (52,n'2, 179 ; facteurs de croissance PDGF EGF FGF 1' 
Topics in Current Chemistry (222, W.Kiause, Springer,, Biooiganic & Medicinal 
Chem,stry (1 1 , 2003, 1319-1341 ; derives tetmhydrobenzazeplnones ciblant av P 3) 
2) Les inhibiteurs d'angiogenese, notamment ceux testes en essais cliniques ou deja 
commercialises, notamment : Ja 
-les inhibiteurs d'angiogenSse impliquant des recepteuns FGFR ou VEGFR tels a l 
SU101,SU5416,SU6668 2D4190 PTK7R7 7K0r,*s>*a ^ 

00244156, WO 0205911o', • <W f 

ie' AG.^!nT rS d ' an9 ;° Sentee imp, ^ ant *• MMP «• d"e ,e BB25- 16 (manmastat* 
le AG3340 (pnnomastat), le solimastat, le BAY12-9566, le BMS275291, le metastat le 
neovastat ; ie 

-les inhibfeurs d'angiogenese impliquant des integrines tels que le SM256 le SG545 
des molecules d'adheslon bloquant ,e EC-ECM (tels que le EMD 121-974 ou la 
vitaxlne); ' u Ia 

- des medicaments a mecanisme d'action antiangiogenese plus indirect tels que le 
oarbowamidotriazole, le TNP470, la squalamine, le ZD01 01 ■ 

- les inhibiteurs droits dans ,e document WO 99/40947 , 'les anticorps monoclonaux 

Zl^T, P ° Ur °" " r ' CePteUr l6S a " abaUeS de la — atostatine (WO 
94/00489), les peptides de liaison a la selectine (WO 94/05269), des facteurs de 

d~*L G d EGF ' , DGF ' TNF ' MCSF ' in,8rteukines); des ^ 

de VEGF decrrts dans Nuclear Medicine Communications , 1 999, 20 ; 
- les peptides inhibiteurs du document WO 02/066512. 
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3) Des biovecteurs capables de cibler des recepteurs : CD36, EPAS-1, ARNT NHE3 
Tie-1. 1/KDR, FM, Tek, neuropiline-1 . endogline, pleientropine, endosialine, Axl alPi' 
a2ssl, a4P1, a5pl, eph B4 (ephrine), recepteur laminine A, tecepteur neutrophiline 6 5 ' 
recepteur leptine OB-RP, recepteur chimiokine CXCR-4 (et autres recepteurs cites dans 
le document WO99/40947), LHRH, bombesine/GRP, recepteurs gastrine, VIP CCK 

4) Des biovecteurs de type inhibiteurs de tyrosine kinase. 

5) Les inhibited du recepteur GPIIb/llla connus choisis parmi : (1) , e fragment fab 
d un anficorps monoclonal du recepteur GPIIb/llla, Abciximab (ReoPro™) (2 ) les 
pefites molecules peptidiques et peptidomimetiques injectees en intraveineusa telles 
que I'eptifibatide (Integrilin™) et le tirofiban (Aggrastet™). 

6) Des peptides antagonistes de recepteurs au fibrinogens (EP 425 212), des peptides 
figands da recepteurs llb/llla, des ligands du fibrinogens des ligands de la thrombine 
des peptides capablea de ciblar la plaque d'atharoma, las plaquettes, la fibrine, des 
peptides a base d'hirudine, des derives a base de guanine ciblant le tecepteor llb/llla 

7) D'autres biovecteurs ou fragments biologiquement actifs de biovecteurs connos de 
Ihomme du metier comma medicaments, a action anti-thrombofique, anti agrsgation 
plaquettaire, antiatherosclerotique, antirestenotique, anticoagulante. 

8) D'autres biovecteurs ou fragments biologiquement actifs da biovecteurs ciblant avB3 
decnts en association avec des DOTA non FR dans le brevet US 6 537 520 choisis 
parmi les su^nts : mitomycins tretinoins ribomustine. gemcitabine, vincristine 
etopos,de, cladribine, mitobronitol, methotrexate, doxorubicine, carboquone 
pentostatine. nitracnne, zinostetine, cetroreiix, ietrozole, raltKrexed, daunorubicine' 
tedrozole, fotemustine, fhymalfasin, sobuzoxane, nedaplatin, cytarabine, bicaiutamide,' 
v,noreb,ne, vesnarinone, aminogiutethimkie, amsacrina, pro g,„ mide , e„, P «i nium 
acetate, ketenserin, doxifluridine, etretinate, isotretinoins streptozocine, nimuafine 
vindesins fiutemide, drogenil, butocin, carmote, razoxane, sizofiian, carboplatine 
mtolactol, tegafur. ifosfamide, prednimustine, plciban.,. levamisole, tenipoaide' 
.mprosulfan, enocitabine, lisuride, oxymetholone, tamoxifen, progesterone' 
mepfiioatana, epitioatanol, formestane, interfe ro n-alpha, interferon-2 alpha, interferon 
beta mterferon-gamma. coiony stimulating factor-1, colony stimulating faotor-2 
demleukm diftitox. interleukin-2, leutinizing hormone releasing factor 

9) certains biovecteurs ciblant des types particulars de cancers, par example des 

.Xine ' e ^ ST — " - — « > — 
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1 0) des biovecteurs utilisant des composes de type phosphines. . 

1 1) des biovecteurs de ciblage de P-selectine, E-selectine (par exemple le peptide de 8 
acides amines decrit par Morikawa et al, 1996, 951). 

12) I'annexine V ou des biovecteurs ciblant les processus apoptotiques. 

13) tout peptide obtenu par des technologies de ciblage telles que le phage display, 
modifie eventuellement par des acides amines non naturels 
(http//chemlibrary.bri.nrc.ca), par exemple des peptides issus de banques phage 
display : RGD, NGR, CRRETAWAC, KGD, RGD-4C, XXXY*XXX, RPLPP, APPLPPR. 

14) d'autres biovecteurs peptidiques connus de. ciblage de plaques d'atherome cites 
notamment dans le document WO 2003/014145. 

1 5) des vitamines. 

16) des ligahds de recepteurs hormonaux dont les hormones et les steroTdes. 

17) des biovecteurs ciblant des recepteurs opio'fdes. 

1 8) des biovecteurs ciblant des recepteurs TKi. 

1 9) des antagonistes LB4 et VnR. 

20) des composes nitriimidazoles et benzylguanidines.. b 

21 ) des biovecteurs rappeles dans Topics in Current Chemistry, vol.222, 260-274, : ; 
fundamentals of receptor-based diagnostic metallopharmaceuticals, notamment : 

des biovecteurs de ciblage de recepteurs peptidiques surexprimes dans les 
tumeurs (recepteurs LHRH, bombesine/GRP, recepteurs VIP, recepteurs CCK, 
recepteurs tachykinine par exemple), notamment les analogues de somatostatine ou de 
bombesine, des peptides derives octreotide eventuellement glycosyles, les peptides 
VIP, les alpha-MSH, les peptides CCK-B 

des peptides choisis parmi : des peptides cycliques RGD, fibrine-chaTne alpha, 
CSVTCR, tuftsine, fMLF, YIGSR (recepteur : laminine) 

22) des polysaccharides et des derives d'oses, des derives ciblant Glu. 

23) des biovecteurs utilises pour des produits de type smart. 

24) des marqueurs de la viabilite myocardique (tetrofosmine et hexakis2metoxy- 
2methylpropylisonitrile). 

25) des traceurs du metabolisme des sucres et des graisses. 

26) des iigands de recepteurs de neurotransmetteurs (recepteurs 
D,5HT,Ach,GABA,NA). 

27) des oligonucleotides. 
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De mamere pnaferee. .es biovecteurs utilise auront des cibles membranaires mais on 
pourre auasi utiiiser des biovecteura a Cble i„ lraoellulaire , par exemp|e rfes , ™ 
de nacepteurs PPAR (Pamxlsoma, PrCe^or-ACivated Rsceptors) oonnuI Z 
«du» ,ea na q ues da thrombose dua a r a ,*ra«on daa p,a q ues, a, do , carta! 

rise T P ° Ur " dUire ' a PrOdU0,iOn ^ MMP - °" »™ — 
proteases ou dea compoeanta extraceWulaires pr6senls a la surface Qy dgns ^ 

sains ou pathologiques ssus 
L'homme du matlar, grace a ranae«gnement de ,a preaente demande (tests d^activite 
prasantes, e, aux tec hnlq uea oonnues de screening de ,-art anterteu (pa^ £2 
methodes decrites dans le document WO 02/087632 test CERPP am 7 
f^M diagnostic ou «te ra peu,i q ue de cea com^ Z££££Z 
pa.au, er utilisant dea biovecteurs dacdta dans tea brevets correal 
biovecteurs cites ci-dessus). H^uudnis aux 

Las produfts btovectaurs-FR de ,a prasente invention son, done durante de produits 
q ui assooient ou q ui pourraient associer : P 

^ BOPTA "\ T" * feible (SqU8tette ° TPA ' D °™, 0O3A 

2£Sd'i 1 3 r1 ^ 12 °* aU m ° ins 2 °- 3 °^.40.50,e0. 7 0,100,150 

mMol-Gd-1 (des polymeres , des dendrim , res de . n6raflm 

an reaeau par exempie avec cyciodextrines...), no,am me n» ies dedvSs on FR 
c*es au d.bu, da ,a p^sente demande (e, des composes issue de ces 
"on FR pour augmenter ieur retexivite par example p ar asso JZ 
polymanaation, re,icu, a «on, greffage aur daa sucres sur des 7oZT' 
Peptides ou proves, des iiposomea, dea micelles, des ZyZ* 

leltr ,OUt biOVeC,9Ur '~* ^ ^ " — L dans 

— Param agn^e ea, de ^ZZ^T^T* T * 
de gadolinium. ' 4 ° U 58 * 70, de P^rence 

y is a ou a la CT, comprenant un compose BIOVECTEUR fr to i 
P^emment dont ,ion de mate, lourd ea, de nombre atom^, ^ « 
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L'invention concerne selon un autre aspect des prdduits radiopharmaceutiques 
comprenant un compose BIOVECTEUR FR tel que decrit precedemment dont le 
Chelate FR est chelate avec un radionuclide ou un radiohalogene connu de I'homme 
du metier, typiquement le Gadolinium, le technecium, le chrome, le gallium, I'indium, 
I'ytterbium, le rhenium, ie lanthanium, I'yttrium, le dysprosium, le cuivre ou analogue On 
pourra aussi preparer des composes radiopharmaceutiques utilisant une technique de 
type PET avec du 18F (Vaidyanathan, G. and Zaiutsky, M. R. Bioconjugate Chem. 
1990, 1, 269-273; Vaidyanathan, G. and Zaiutsky, M. R. Nucl. Med. Biol. 1992, 19 275- 
281; Vaidyanathan, G. and Zaiutsky, M. R. Bioconjugate. Chem. 1994, 5, 352-364- 
Vaidyanathan, G. and Zaiutsky, M. R. Nucl. Med. Biol. 1995, 22, 759-764; Sutcliffe- 
Goulden et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2000, 1 0, 1 501-1 503). 

L'invention concerne selon un autre aspect une methode de diagnostique et une 
methode de traitement radiopharmaceutique utilisant un produit tel que decrit 
precedemment. n 

L'invention concerne selon un autre aspect I'utilisation d'un produit tel que decrit 
precedemment pour la preparation d'une composition diagnostique ou. 
rad.opharmaceutique. Les compositions diagnostics et radiopharmaceutiques selon, 
l'invention peuvent etre utilisees comme decrit dans les demandes US 2002/0090342- 
US 2002/0098149, WO 02/0551 1 1 pour des indications anticancereuses I 
Pour un diagnostique en IRM, I'administration intraveineuse par injection habituellemenfc* 
en solution saline, se fait typiquement a une dose de 1 a 500 umol Gd/kg 
Pour un diagnostique radiopharmaceutique, ('administration intraveineuse par injection 
hab.tuellement en solution saline, se fait typiquement a une dose de 1 a 100 mCi pour 
70 kg de poids corporel, de preference de 5 a 50 mCi. 

Pour une utilisation comme agents de contraste aux rayons X , la concentration en 
atome lourd est typiquement de 0.1 M a 5 M, avec des concentrations par 
administration intraveineuse de I'ordre de 0.5 a 1 .5 mmol/kg. 

L'invention concerne selon un autre aspect I'utilisation d'un chelate FR tel que decrit 
precedemment pour la preparation d'une composition destinee a de I'imagerie optique 

,nVentbn COncerne aussi une m6t h°de d'imagerie comprenant la synthese d'un 
compose comprenant un metal paramagnetique selon l'invention, capable de cibler une 
zone pathologique, son administration a un patient, I'imagerie par IRM. L'invention 
concerne aussi une methode d'imagerie comprenant la synthese d'un compose 
rad,opharmaceutique selon ('invention, capable de cibler une zone pathologique, son 
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administration a un patient, rimagene par scintigraphie gamma SPECT ou pianaire ou 
tomographie par emission de positrons. P'ana.re, ou 



DEFINITIONS 



65^V Se ';^ "** 6XemPle danS CR ° H3ndb00k ° f O-m-y and Physics 

* I Pres5, Booa Raton - Fla ' 1984 - Le terme sei 

aoceptebte « Terence a des derives dee composes selon .■invention modifies en 
21 7 T aCid6S ° U taSiqUeS ' 6Xempte S8lS » « o^aniZ d 

irr ,ique ' tertarique ' — >■ - - * «ts 

CI Cn m r', ky ' e in , C ' Ut 9r0UPe8 hydroCa *° ne «** « -atures Les 

C1-Cn aikyies ,nc.uent les groupes alkyles en C1, C2, C3, C4, C5, C6 C7 C8 Cn 

:r UO ri;r p,e5 d ' haioaikyie - • 

Le terme "alkanoyle" inclut notamment : formyle, alkyle tel que defini h h 

~=rr.-rrrr" — - 

Le terme "arylalkyle" fait reference 

U terme -alkylamino. faft reference a des aikyies subsmu.es par N incluant des 
mono i Mam|no (methylamjno sthy , amin0i tertUamlTt de 

d,alky,am,no ( dime«ny,amino.die^am,no,me«h^ rop y,amino , ' * 

o~ r " ^ ' - «"~ * — - -mmen, fl uoro, Core. 
U terme ■aikyi.nyie- fait refe re nce a des cbatnes oardon.es „nea ires ou ramffiees 
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telles que methylene, ethylene, 2methylpropylene. Le terme poloxyalkylene fait 
reference a des composes tels quel le polyoxyethylene ou le polyoxypropylene . 
Le terme "acides amines naturels" fait reference aux 20 aminoacides intervenant dans 
la synthese des proteines, tels que la glycine, alanine, methionine. 
Les alkkoxy incluent notamment : methoxy, ethoxy, n-propoxy, i-propoxy, n-butoxy s- 
butoxy, t-butoxy, n-pentoxy, s-pentoxy. Les cycloalkyles incluent notamment- 
cyclopropyle, cyclobutyle, cyclopentyle. Les "carbocycles" incluent les monocycles 
bicycles ou tricycles, chaque cycle etant partiellement insature ou aromatique' 
notamment : cyclopropyle, cyclobutyle, cyclppentyle, cyclohexyle, cycloheptyle' 
adamantyle, cyclooctyle, [3.3.0]bicyclooctane, [4.3.0]bicyclononane, [4.4.0]bicyclo- 
decane, [2.2.2]bicyclooctane, fluorenyle, phenyle, naphthyle, indanyle, adamantyle 
Les alkaryles incluent notamment les groupes aryle portant un groupe alkyle de 1, 2, 3,' 
4. 5, 6, 7, 8, 9, ou 10 atomes de carbone. Les aralkyles incluent les groupes alkyle de l [ 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10 atomes de carbone portant un groupe aryle. 
Les heterocycloalkyles incluent notamment les groupes alkyle de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 8 
9, or 10 atomes de carbone portant un heterocycle. Les heterocycles monocyclique ? 
stables de 5, 6, ou 7 membres peuvent etre satures, partiellement insatures ou 
msatures, et comprennent des atomes de carbone et 1, 2, 3, ou 4 heteroatomes choisf 
parmi N, NH, O.S. Ces hetetocycles peuvent etre aromatiques. Les heterocycles 
incluent notamment ceux cites dans le brevet US 6 537 520, notamment : pyridinyle 
furanyle, thienyle, pyrrolyle, pyrazolyle, pyrrolidinyle, imidazolyle, indolyle- 
benz,midazolyle, 1 H-indazolyle, oxazolidinyle, benzotriazolyle, benzisoxazolyle' 
oxindolyle, benzoxazolinyle, isatinoyle. 

Uinvention couvre sauf indication contraire, toutes les formes chirales 
diastereo«someres, racemiques, notamment cis-trans, L-D des composes decrits. 

On decrit maintenant des exemples de composes obtenus par les inventeurs. On 
decnra en particulier des composes polymetalliques de formule 



■a t b, c.d.e.f 



[B]- 



[L], 



a, b, c,d,e,f 
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II est clair que des composes monometalliques ont ete egalement obtenus par les 
inventeurs a I'aide de "briques" analogues ou identlques de celles utilisees pour les 
polymetalliques. 

Les exemples 1 a 10 decrivent la partie signal Ch FR couplee avec un lien L le cas 
5 echeant. On precise : 

- D'=D-H avec D radical faisant partie de (E) et D' I'intermediaire de meme formule 
avec la fonction amine libre 

- la signification des branches AAG1 AA28BR et AAG1 AA29 Br. 
La branche AAG1AA28BR a pour formule : 



10 




15 



-CH 2 CONH ^ 



avec Q! = Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = Br 
R1 represente done : 

p^CHOH^CHjOH 

H I if CH a (CHOH) 4 CH,OH 
Br O 

La branche dite AAG1 AA29 Br a pour formule : 




-CH 2 CONh 

X bQNQ 1 Q 2 



20 



avec Q 1 = CH 2 CHOHCH 2 OH et Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et x= Br 

Les exemples 12 a 16 decrivent la partie biovecteur : derives folates (exemple 11) 
derives de la PS (exemples 12,13), peptides (exemple 23). 
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Les colonnes HPLC ont les caracteristiques suivantes : 
Superspher 60A RP-SELECT B® 4pm, (125 x 4.6 mm) ( Merck®) 
Symmetry® C18 100 A ; 5 urn ; (250 x 4.6 mm) ( Waters®) 
Symmetry® C18 5p, 100 A (100 x 4.6 mm) ( Waters®) 
HyperCarb® 5 pm 250 A ; (250 x 4.6 mm) ( hypersi!®) 
X-TERRA MS® C18 5p, (250 x 4.6 mm) ( Waters®) 
Licrospher® RP18 100 A, 5 pm, (250x4.6)( Merck®). 
CES (chromatographie d'exclusion sterique) : 

Effectuee sur une succession de 4 colonnes (d = 8 mm, I = 30 cm) commercialisms 
par Shodex® (JP) sous les references OH Pack SB-HQ, contenant du gel de 
polyhydroxymethacrylate, dont les limites d'exclusion, determines avec du 
Pullulan® sont successivement : 10 6 KD (SB-804) ; 10 5 KD (SB-803) ; 10 4 KD (SB- 
802.5) ; 1 0 4 KD (SB 802.5) ; eluant : solution aqueuse NaCi (0,16M)/CH 3 CN 70/30 
v/v, debit 0,8 ml/min. T = 30° C : 

EXEMPLE 1 

Composes de formule V ou x = 2, 

et -S1-T-S2- est, avec Si = S 2 = (CH 2 )2, 

HOOC-CH^^xCOOH 
tandis que Z-i est 

— (CH 2 ) 2 (^-NH 2 

et Z 2 est -(-CH 2 ) 2 -COOH 

a) 

A une suspension de 20 g de 1 ,4,7,1 0-tetraazacyclododecane dans 140 ml de CH 3 CN 
an ajoute goutte a goutte 40,4 g de 2-bromo-4-(4-nitro P henyl)butyrate de methyle en ' 
solution dans 50 ml de CH 3 CN. Apres. agitation 24 h a 25° C, la solution est filtree lavee 
par CH 3 CN, puis par 200 ml d'ether diethylique. Apres filtration, le produit sous forme de 
bromhydrate est recristallise dans 200 ml de CH 3 CN. m = 42 g ■ F - 170° C 
HPLC : 

Colonne Lichrospher C1 8® 
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eau-KH 2 P0 4 0.01 M / CH 3 CN 
tr : 2.5 min 



b) Reaction avec Y"'Br = 

CH 3 0-CO-(CH 2 ) 2 -(j:H-COOCH 3 
Br 



Une suspension contenant 20 g du compose obtenu a I'etape a) et 20 n ri. m r« 
dans 400 m, d9 CH 3 CN est portee a temperature de reflux dalt 15 mi , 

pms nurt a 25 C, le m,l,eu est flltre puis le solvent est evapore et le residu «t 
dissous dans 100 ml de CH 2 CI 2 . La phase organique est lavee * ,JT 
sulfate de sodium avan, lamination du solvan, pa JaplZn PU ' S 
Le .sidu est dissous dans un volume ^Z ^Z^T^^ 

NaHC0 3 avan. d^etre extraite par de rather dlemylique. Apres evaporation J"alZ 
organs, le residu es, purifle par chromatographie sur siflce (Merck* s^ eo, 
avenge hep te ne /C H 3 COOC 2 H 5 (40 , 6 0 v,v puis 30.0 H^m T£ 

Colonne Symmetry® C18 ; eau-TFA pH 3 / CH 3 CN ; tr : 22 -29min 
o) Hydrolyse des groupes esters de methyls 

Ziz ^rrr::, 1 '^ b) sont dissous dans 20 mi *- — « 

retroidlssement, ^ JL\rSLT-Ti d 'T " * " *"* 
concentration sous vide, on obflen.r.CpllT *" ^ ** 

d) Complexation du gadolinium avec le compose precedent 
La solution de 5 g du produit brut precedent dans sn mi h>u n 

addition de NaOH 5M avant d'ajouter 1 2 g de Gd O Le r " ' W P " 
duran, 2 „ 30 pendan, lesquefles ,e pH es, *T 3 8 °" ° 

solution aqueuse d'HC, 6 M . Apres retroidlssement a 25 A r ^ ^ 

ml de C 2 H 5 OH Jio-oi» r.^- ° S6ment a 25 C ' le ™'w est versS sur 250 
^JjOH 10 C. Le prec, P ,te obtenu apres lavage a C 2 H 5 OH es, seche ; m = 5 g. 

Colonne Symmetry® C18 ; eau-TFA pH 2.8 / CH 3 CN ; tr : 31 -34min 
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e) Reduction du groupe nitro 

5 g du complexe de gadolinium sous forme de sel de sodium sont dissous dans 70 ml 
d'eau et hydrogenes sous pression (charbon palladie a 10%, 25° C sous une pression 
d'hydrogene de 3.10 5 Pa pendant 6 h.) On obtient 5 g de produit sous forme de sel de 
5 sodium. 

HPLC_: Colonne Symmetry® C18 ; eau-TFA pH 2.8 / CH 3 CN ;tr : 17 -21 min 
EXEMPLE 2 

Compose de formule : \Y 2 avec x = 2 
io -GNH- est 



15 




■( CH 2)r- <^ ^ — nh 
R est 

CONC^Qg 

-CH,CONH 




Hp* 

X CONQ 1 Q 2 
avec Q-, = Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = Br 
D' est 




N 



\ /^" NH ~ CH 2^ CH 2-°- CH 2)nCH 2 -NH 2 




avec n=2 



20 a) condensation sur le cycle triazine 

A une solution de 7,6 g du compose de I'etape e) exemple 1 dans 75 ml d'eau en 
presence de NaHC0 3 de pH = 7.7 est ajoutee, sous agitation, une solution de 0,66 g de 
2,4,6-trichloro-1,3,5-tria 2 ine dans 9 ml de dioxane. Apres 6 h d'agi'tation a temperature 
ambiante, le milieu reactionnel est stocke la nuit a 4°C. 

25 Spectre de masse :Mode ES + m/z = 950 avec z = 2 
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HPLC_: Colonne Symmetry® C18 ; eau-TFA pH 3 / CH 3 CN;tr : 41 



mm 



b) couplage de ('amine R-NH2 

A temperature ambiante et sous bonne agitation, on ajoute a la solution de P etape a) 
30,06 g d'amine R-NH2, pH = 6,65. On ajoute 0,2 ml d'HCI 6N pour obtenir un pH . 6 2 
0,47 g de NHS puis 5,8 g d'EDCI sont ensuite ajoutes au milieu reactionnel. Apres 3 h 
dotation a temperature ambiante on ajoute un volume d'eau au milieu reactionnel 
pu.s on ultrafiltre sur une membrane en polyether sulfone (Pall®) avec un seuil de 
coupure de 1 KD, le retentat est evapore jusqu'a un volume de 100 ml, puis verse sur 
1000 rm d'BOH a froid. Le precipite forme est isole. Masse obtenue = 29 g. 
Spectre de masse :Mode ES' m/z = 2141,6 avec z = 4 
HPLC : Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.8 / CH 3 CN;tr : 22 min 

c) introduction de la diamine 

45 ml de 2-24E,hylene dioxy)bis ethylamine sont dilues dans 173 ml de DMSO a 
65 CL'Intermediaire precedemment prepare est ajoute. Apres 1 h d'agitatlon a 65°C et 
1 h a temperature ambiante, le milieu reactionnel est verse dans 1730 ml d'ethanol Le 
P« obtenu est filtre et lave a rethanol. Le p ro dui, obtenu es, redlssous dans 750 
ml d ear, pour etre purine par ultrafllt ra tion sur une membrane aveo un seuil de coupure 

Spectre de masse :Mode ES- m/z = 1735.2 avec z = 5 
HPL£_; Colonne Licrospher® RP1 8;eau / CH 3 CN;tr : 21 min 



EXEMPI F 3 
Compos* de tormule 



iiv a-J 



o O 

Avec : x, -GNH-, R, Q,, Q 2 , x, D' et n tels que d«inis exemple 2 et D-H= D' 

1.388 d .59-10- mole) du compose de I'etape c) de I'exemple 2 sont dissous dans 3 5 
ml de DimelbylSulfoxide (DMSO) « 70°C. Le milieu reactionnel est ramene 'a 
temperature ambiante. 0.135g de S.^Diethoxy-a-cyciobutene-V-dione son, melanges 



75 

a 0.4 ml d'ethanol et la solution obtenue est introduite en une seule fois dans le milieu 
reactionnel. 34 p.1 de triethylamine sont ajoutes et le milieu reactionnel est agite 5 
heures a temperature ambiante. Le melange est precipite dans 200 ml d'ethanol et 
l'agitation est maintenue une nuit a temperature ambiante. Le precipite est filtre et 
5 seche sous vide. 1 .29 g de produit sont isoles. 

HPLC :Colonne Superspher RP-SELECT B ;eau - TFA pH 3 / CH 3 CN;Tr:7.60 min 
Spectre de masse :Mode ES" m/z = 2199.8 avec z = 4 

EXEMPLE 4 

io Compose de formule Vlh dans laquelle x = 2 

a) 

A une suspension de 70 g de S.e.g-IS-tetraazabicyclotO.S.I.lpentadeca-ICISJ.II.IS- 
triene dans 800 ml de CH 3 CN en presence de 910 ml de resine echangeuse d'anions 
sous forme de base forte (Amberlite® IRA458), on ajoute une solution de 102 g de 
is Tester 2-bromo-4-nitrophenyl butyrate de methyle dans 100 ml de CH 3 CN. Apres 
agitation 3 jours a 25° C, filtration de la resine et evaporation, fhuile obtenue est purifiee 
par chromatographie sur colonne de 5 kg de silice (Merck®, 40-60 urn) en eluant avec 
un melange CH 2 CI 2 /CH 3 OH (70/30 v/v). On obtient 38 g de produit. A 

HPLC; Colonne Symmetry® C1 8;eau-TFA pH 3 / CH 3 CN;tr : 1 5 min ? 
20 RMN 13 C (125 MHz. DMSOd6. 30" C^: 

8 (ppm) : 160,1 (d) ; 53,8 (C 2 . 4 ) ; 45-45,4-45,7 (C 5 .7. 8 ) ; 51,3 (C 10 ) ; 161,6 (C„>* 

119,3 (C 12 ) ; 119,6 (C u ) ; 137,6 (C 13 ) ; 51,7 (0-CH 3 ) ; 172,8 (C=0) ; 65,8 (C-N) ; 

31,06-31,45 (CH 2 -CH 2 ) ; 149,6-129,6-122 (Arj ; 145,6 (Ar-N0 2 ). 

25 b) Reaction avec Y'"Br = 

r 

CH 3 -CH 2 0-CO-CH-(CH 2 ) 2 -CO-0-CH 2 CH3 
Br 

A une solution de 7 g du compose obtenu a I'etape a) dans 70 ml de CH 3 CN et 35 ml 
d'ether diisopropylique, on ajoute 6,8 g de K 2 C0 3 et 13 g de 2-bromoglutarate d'ethyle 
puis on laisse sous agitation 24 h a reflux. Apres elimination des sels par filtration, 
30 concentration de la solution, I'huile obtenue est purifiee par chromatographie sur silice 
(Merck® 40-63 urn) en <§luant avec un melange CH 2 CI 2 /acetone (70/30 v/v). On obtient 6 
g de produit solide 

HPLC: Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.8 / CH 3 CN;tr : 33 min 
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c) Hydrolyse des groupes esters ethyliques 

6 g du compose obtenu a I'etape b) sent ajoutes a une solution de 10 ml d'HCI 12N 
pu,s ,e melange est agite 48 h a sa temperature de reflu. Apr^s ,«rat,on' 
-can rabon. ,e residu est purKie par o h romatog raphie sur ge, de s iice si,a ^ 
(Merc 0.063-0,20 pm, en eiuant avec un melange H 2 C,CH,OH pour donner 2 8 de 

HELC : Colonne Symmetry® C1 8;eau-TFA P H 2.8 / CH 3 CN;tr : 17-ig min 

d) Chelate de gadolinium du compose precedent 

Dans 35 ml d'une solution a P H 5 de 3,9 g du compose obtenu salon I'etape c) on 

: r 2 9 de Gdc ' 3 ' 8H2 ° et ° n main,ient ie ^ * 5 °° C * Z Irs 

esguenes on ajuste ,e P H si necessaire en ajoulan, une solution de NaOH agueux 
2 . Le m,„eu es, ensulte ffltro puis eyapore : 4 g de reside ecbangeuse de Ions 
fa,b ement acide Cheiex* 100 (Bio-Rad) sont ajou.es a rbuile obtenue dissoute danHo 
m d aau. Apres agitation 2 h a 25- C, ,a resine est eiiminee par nation, ,a solution Z 
evaporee pour donner 4,5 g de produit. 

HELC : Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.8 / CHaCN;tr : 15.6-18.7 min 

e) Reduction du groupe nitro 

En applicant .e meme mode operatoire que pour I'etape e) de I'exemple 1, on obtient 4 
9 de produit a partir de 4,5 g du compose obtenu a I'etape d). 

HELC : Colonne Symmetry® C18;eau-TFA P H 2.8 / CH 3 CN;tr : 8.6-9.5 min 

EXEMPLE 5 

Compose de formule : ll" a2 avec x=2 
-GNH- est 




(CH 2 >2 — <\ h NH 



Rest 
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avec Qi = Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = Br 
D' est 

H 

N ^NH-CH 2 (CH 2 -0-CH 2 )nCH 2 -NH 2 

y — n 

avec n=2 

a) condensation sur le cycle triazine 

5 g du compose obtenu a I'etape e) de I'exemple 4, sont condenses sur le 2 4 6- 
trichloro-1 ,3,5-triazine selon le protocole decrit a I'etape a) de I'exemple 2. Apres 3 h de 
reaction, le pH est ramene a 7 par une solution d'hydrogenocarbonate de sodium. La J 
solution obtenue est conservee une nuit au refrigerateur. * 

Spectre de masse :Mode ES" m/z = 852.7 avec z = 2; 

HPLC ,:Colonne Symmetry® C1 8;eau-TFA pH 2.95 / CH 3 CN ;tr = 20-25 min. 

b) couplage de I'amine R-NH2 

A la solution eau-dioxane contenant 4.2 g du compose obtenue a I'etape a), sont 
ajoutes 14 g de I'amine de formule RNH 2 , 2.68 g de chlorhydrate de 1-(3-dimethyl- 
aminopropyl)-3-ethyl-carbodiimide (EDCI), et 0.326 g de sel de sodium de I'acide (N- 
hydroxysuccinimidyl)-3-sulfonique (NHS). Le couplage est realise selon le protocole 
decrit a I'etape b) de I'exemple 2 pour obtenir 1 8 g de produit. 
Spectre de masse :Mode ES' m/z = 1024.9 avec z = 6 
HPLCjColonne Symmetry® C18 ;eau-TFA pH 2.7 / CH 3 CN ;tr = 13 min. 

c) introduction de la diamine 

Dans une solution de 70 ml de dimethylsulfoxyde, contenant 18 g du compose obtenu a 
I'etape b), sont introduits 20 ml de 2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethylamine. Le melange 
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est agite d.urant 1 heure a 50*C. Apres refroidissement a 25 °C, la solution est versee 
sur 1000 ml d'ethanol, le precipite forme est dissous dans 400 ml d'eau et la solution 
ultra filtree sur une membrane de seul. de coupure 1 KD. Apres evaporation du retentat 
le produit obtenu est purifie par HPLC P r6parative. 1.5 g de so.ide sont ainsi obtenus ' 
Spectre de masse :Mode ES" m/z = 2087.2 avec z = 3 
HPLC :Colonne Symmetry® C1 8 ;eau-TFA pH 2.7 / CH 3 CN ;tr = 1 1 min. 



EXEMPLE fi 
Compose de formule 



lra 2v .jy^ 



O O 

Avec : x, -GNH-, R, Q 1t Q 2 , X) D' et n tels que definis exemple 5 et D-H= D' 

0.5 g du compose obtenu a rexemple 5c sont dissous dans 2 mL de DMSO a 80»C le 

TLTTT P ' aC6 * ™ atUre ambiante PUiS 17 * de «**""*» et 59 
ML de S^ethoxy-a-cyclobutene-l ,2-dione sont ajoutes et ,e milieu rSactionnel agite 5 

h a temperature ambiante. Le milieu reactionne. est precipite dans 20 mL d 'ethano, Le 

oii: est fi,tr '* ,av§ a r6thano1 puis s6ch6 s ° us vide - 500 ** p— 

Spectre d e masse : 

Mode ES" m/z = 6390.5 avec z = 1 

1 5 :CO '° nne C0 ' 0nne SUPefPhere RP Se,SCt B • ^ eau ~TFA pH 2.8 / CH 3 CN ;tr = 



EXEMPLE 7 

Compose de formule VI avec x = 2 selon methode du tableau 2 
a) Compose de formule VI (1) avec B = ethyle 

22 g de 13-bromo-3,6,9,15-tetra a zabioyc l o[9.3.1. ] pentadeoa-1(15),1 1 ,i 3 ., ri ene sont 
.ntrodu.ts dans 440 m, de CH 3 CN en presence de 48 „ de K 2 C0 3 calcin* et ,e mlan g e 
est nta,ntenu a 80' C pendant , h avan, raddition d'une section de 93 g de 2 
bromogiutarate dm* dans 100 m, de CH 3 CN ; ,e milieu reactionne, est alors agite 20 
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h a 80° C puis refroidi a temperature arnbiante, filtre et le solvant est evapore. Le residu 
est repris par 500 ml d'une solution aqueuse de HCI 1N en presence d'un volume 
d'ether diethylique. Apres separation de la phase organique, la phase aqueuse est 
neutralisee par NaHCOg puis extraite par CH 2 CI 2 . Apres lavage a I'eau puis sechage 
5 sur sulfate de magnesium, la phase organique est concentree et le residu est purifie sur 
colonne de silice (Merck® 500 g, d = 10 cm) en eluant par CH 3 COOC 2 H 5 . 
m = 37 g ; 

HPLC :Colonne Symmetry® C18 ;eau-TFA pH 3 / CH 3 CN ;tr = 26 min. 

10 b) Compose de formule VI (2) 

On ajoute 23,5 g de 3-(tert-butyloxycarbonylamino)-prbpene, 25,3 ml de triethylamine, 
puis 3,4 g de triphenylphosphine et enfin 1 ,8 g d'acetate de palladium a une solution de 
28 g du compose obtenu a I'etape a) dissous dans 400 ml de toluene. Apres chauffage 
a 80° C pendant une nuit sous atmosphere inerte, le milieu est evapore et le residu est 

15 repris par une solution aqueuse d'acide chlorhydrique (pH = 1). La phase aqueuse est 
lavee avec 1 volume d'ether diethylique puis de toluene avant d'etre amenee a pH 6 par 
addition de NaOH (1N). Apres extraction de la solution aqueuse par CH 2 CI 2 , la phase' 
organique sechee sur sulfate de magnesium est evaporee. On obtient une huile marron." 
m = 17 g, &■ 

20 HPLCjColonne Symmetry® C18 ;eau-TFA pH 3 / CH3CN ;tr =14-19 min. 
c) Compose de formule VI (3) 

A 17 g du compose obtenu a l'6tape b) dissous dans 350 ml de CH 3 OH, on ajoute 3 g 
de catalyseur charbon palladie a 10% puis le milieu reactionnel est agite durant 2 h 30 a 
20° C sous 4.1 0 5 Pa d'hydrogene. Apres filtration sur Clarcel®, le solvant est evapore et 
on obtient 1 6,8 g d'huile brute 

HPLCjColonne Symmetry® C1 8 ;eau-TFA pH 3 / CH 3 CN ;tr = 1 5-1 6-21 min. 



25 
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d) Hydrolyse des groupes esters ethyliques 

20 g du compose obtenu a I'etape c) dissous dans 50 ml d'une solution aqueuse de 
NaOH 5N et 80 ml de CH 3 OH sont chauffes a 70° C pendant 18 h. Apres concentration 
du milieu reactionnel, le residu est repris dans I'eau et la solution,! amenee a pH 5,5-6 
par quelques gouttes d'acide acetique, est concentree avant d'etre purifiee par 
chromatographie sur une colonne (d = 15 cm) contenant 1 kg de silice silanisee 
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17 f^o CO, ° nne Symme,ry@ :H2S ° 4 danS reaU <°' 037 N)/CH3CN,tr =16 7- 
1 ' >° ~ t / ,y mm ' 



e) Complexation du gadolinium 



f) Liberation de I'amine 
EXEMR F « 

preparation du chelate intermediate de formule VIII 

(CH 2 ) 3 NH 2 



N' 



-HNHCCCH^-CH-V G0 ,. /_ CH . (CH>OONHR 

CH - (CH 2 )xCONHR 
! 

COO 



et R represente 
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X = Br 



a) couplage de Tannine R-NH2 

6g de compose obtenu a I'etape e) de I'exemple 7 et 26,5g de I'amine RNH 2 sont 
dissous dans 200 ml d'eau et on ajoute 7,6g d'EDCI et 0,4g de NHS. Le melange est 
maintenu sous agitation vers pH6, pendant 24 heures, avec addition d'une solution 




'CON[CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH] 2 
-CH 2 CONH ( 7 N ) x 

X ^CON[CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH] 2 

aqueuse de NaOH ou HCI N si necessaire. Apres evaporation du solvant, on fait 
cristalliser le residu par addition d'ethanol. Les 35g de cristaux jaunes obtenus sont 
dissous dans 200 ml d'eau et la solution ultrafiltree avec une membrane en 
polyethersulfone (Pall®) de 1 kD de seuil de coupure. 

Le retentat est concentre et purifie par chromatographie sur colonne de silice silanisee 
(Merck ®) (diametre : 7 cm, hauteur : 33 cm) en eluant avec de Teau puis des melanges 
eau/methanol (90/10 V/V a 80/20). Les fractions contenant le produit cherche sont 
concentrees jusqu'a elimination des solvants. Le residu, dissous dans 50 ml d'eau, est 
traite par 20 ml de resine anionique sous forme OH" (HP 661 de chez Rohm et Haas) 
puis traite avec du noir de carbone a 45°C. Apres filtration et elimination des solvants, 
on isole 10g de cristaux blancs. 

HPL£:Colonne Symmetry® C1 8 ;H 2 0/CH 3 CN;tr =1 5 min 
CES : conditions n° 1 tr = 40 min 

b) Deprotection de I'amine 

Le solide obtenu ci-dessus est dissous dans 200 ml d'acide trifluoroacetique. Apres 3 
heures d'agitation a temperature ambiante, le liquide est 6limine sous pression reduite 
et le residu cristallise par addition d'§ther diethylique. On obtient ainsi 8,8g de cristaux 
blancs, trifluoroacetate de I'amine de formule VIII. 

JdPLC_:Colonne Symmetry® C18 ;H 2 0/CH 3 CN;tr =4-5.3-5.9min ' 
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EXEMPLE9 

Compose de formule : \\"' 2 avec x=2 

-GNH- est 
■(-CH 2 ) 3 -NH. 



R est 



X conq 1 q 2 



-CH 2 CONH / \ y 

X CONQ^j 

avec Q 1 = Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = Br 
D' est 




/ N \ 

\\ ^" NH - CH 2 ( CH 2 -0-CH 2 )nCH 2 -NH 2 




avec n=2 



a) condensation sur le cycle triazine 

*::z rx^r °: ob,enu se,on w ~ b > de — - 8 - 
-*» de o.oao ::Z7^z:z:Tr^iT rajou,e une 

zt te sont *~ et ,e — - - - a-.: :: 

3.7 g de produit sont isoles. 

Sfie ctre de masse .Mode ES+ m/z = 2099 avec 2 = 4 
H£LC :Colonne Symmetry® C18;eau / CH 3 CN ;tr = 10.8 min. 
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b) introduction de la diamine 

Au depart d'une solution contenant 3,7 g du compose obtenu a I'etape a) dans 30 ml de 
dimethylsulfoxide, de 0,220 g de carbonate de potassium et 1 ,3 g de diamine 2-[2-(2- 
aminoethoxy)ethoxy]ethylamine selon le protocole decrit a I'etape 5c), et apres 
purification par HPLC preparative, 1 g de produit est obtenu. 
.Spectre de masse : 

Mode ES" m/z = 1 700.3 avec z = 5 

HPLCjColonne Lichrospher C18®;eau-TFA pH 3.3 / CH 3 CN ;tr = 13.8 min. 



10 EXEMPLE 10 

Compose de formule 



15 



20 




J 



O O 

Avec : x, -GNH-, R, Q 1f Q 2 , X, D' et n tels que definis exemple 9 et D-H= D' 

0,8 g du compose obtenu a I'etape b) de I'exemple 9 et 73 pi de 3,4-Diethoxy-3- 
cyclobutene-1,2-dione sont dissous dans 3 ml de dimethylsulfoxide. Apres rajout de 20 
pi de triethylamine, la milieu est laissee 4H a temperature ambiante. Le produit obtenu 
par precipitation dans 20 ml d'ethanol est essore puis lave 2 fois avec 10 ml d'ethanol et 
d'ether. Obtention de 650 mg de cristaux blancs. 

HPLC : Colonne Colonne Superpher RP Select B ® ;eau-TFA pH 2.8 / CH 3 CN ;tr = 
12 min. 
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EXEMPLE 11 

J.Am. Chem.Soc, 1997, 119, 1.0004-10013 
a) compose de formule : 




1er depot 

84 



.he" , * d ' Un d ' Une a3itetto " ™W». d'un 

.hermomebe et d'une ampoule a brome, 50 g (0.113 mole) d'acide folique sont mis en 

suspension dans 500 m, de THF puis rensemble es. refroidi a 0*C. Ajou, 
Boutte de I anhydride tnfluoroacetique aoide ( 128 mi, 0.906 mole, 8 eq ) en veillant a oe 
que la temperature ne depasse pas 5'C. Agitation a 5«C pendant 6 H. Le Wool est 
enveloppe de papier aiuminium et lalsse une nuit au refrigera.eur. Evaporation au 
rotevapor , 40-C jusqu'a , obtanbon d'une huile. Precipitin dans 3 Hire «ZZ 
agbabon 2 H a T- ambianle. Fii^on sur fnne e, sechage sous vide a 30°C pen! 
une nuit. masse obtenue: 54.4 g Pendant 

HPLC. :Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 3/ CH 3 CN ;tr = 33 min. 
b) compose de formule: 



o 

if 



T I T B 




13 



Dans un bailon de 1 litre equipe d'une agitation magneflque, 54.4 g ( 0.088 mole ) du 
produ,, obtenu preoedemment son, ajou.es par peti.es fracbons dans 540 
moles, 125 eq ) d . hydrate d . nydraine . u mi|jeu ^ » < 

temperature ambian*e. Probation dans 4 litres de methanol e. agbabon 4 H a 
temperature amb,an.e. Ribbon sur ««. calrcage du precipbe au melhano, puis I 

T dans lwuve ven,itee pendant une nuit - — «**«« £ 

HPL£..Colonne Symmetry® C18;esu-TFA pH 3/ CHaCIM ;tr= 10.50min. 



c) compose de formule: 



.Yr 




H,N N N 



Da s un nco, de 250 cc equipe d'un refrigerant, dune agbabon magnebque d'un 
thermomebe e. dune ampoule a b ro me, 10 g ( 0.0306 mole ) de produb obtanu 
precedemmen. e. 0,5 g , 1.53,0 - ^ 0 . 05 eq , de KSCN on. inbodubs s 
agber, refroidir ,e milleu ^acbonne, a -10'C. Inboduire 134 m, decide mZ ^Z 
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et agiter a -10°C jusqu'a complete dissolution. Ajout goutte a goutte du n-butylnitrite ( 
3.15 g, 0.0306 mole, 1 eq ) en veillant a ce que la temperature ne depasse pas -5°C. 
Agitation a -10°C pendant 6 H. Laisser revenir a Temperature ambiante et ajouter 1 g 
de NaN 3 ( 0.015 mole, 0.5 eq ). Agitation a Temperature ambiante pendant une nuit. Le 
milieu reactionnel est introduit dans une ampoule a brome et verse goutte a goutte dans 
350 ml d'isopropanol prealablement refroidi a 0°C. Agitation 2 H en veillant a ce que la 
Temperature ne depasse pas 10°C. Filtration du precipite surfritte. Lavage du precipite 
par 400 ml de CH 3 CN et agitation une nuit a Temperature ambiante. Filtration surfritte. 
Lavage du precipite par 200 ml d'eau pendant 1. H a Temperature ambiante. Filtration 
sur fritte et claircage a Tether. Sechage sous vide a Temperature ambiante pendant une 
nuit. masse obtenue : 13.5 g 

H£LC_:Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 3/ CH 3 CN ;tr = 35.40 min. 

d) compose de formule: 

HO. . O 

O 



HN 



Dans un tricol de 100 ml equipe d'une agitation magnetique et d'une ampoule a brome,? 
5.18 g ( 0.0153 mole ) de compose prepare a I'etape precedents et 2.72 g ( 0.0168 • 
mole, 1.1 eq ) de L.glutamic acid 5 methyl ester sont mis en suspension dans 60 ml de 
DMSO. Le milieu reactionnel est refroidi a 5*C et la 1,1,3,3, Tetramethylguanidine ( 3.84 
ml, 0.0306 mole, 2 eq ) est introduite lentement en veillant a ce que la Temperature ne 
depasse pas 15°C. Agitation pendant environ 15 minutes a 10°C jusqu'a I'obtention 
d'un milieu homogene puis agitation 4 H a Temperature ambiante. Filtration d'un leger 
insoluble. Precipitation dans 800 ml d'acetone et agitation une nuit a Temperature 
ambiante. Filtration sur fritte et claircage a I'ether. Sechage sous vide a Temperature 
ambiante. Masse obtenue: 6.4 g 

HPLC :Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 3/ CH 3 CN ;tr = 22.60 min. 



i 
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e) compose de formule: 

hc> o 
o 

H 2 N N N 



Dans un monocol de 500 ml equipe dune agitation magnetique, 9.74 g ( 0.0214 mole ) 
de produit prededemment prepare sont solubilises dans 60 ml de DMSO a Temperature 
ambiante. Ajout de 235 ml ( 1.07 mole, 50 eq ) de 4,7,10-Trioxa-1.13-tridecanediamine 
en une seule fois et agitation 48 H a Temperature ambiante. Filtration dun leger 
insoluble. Precipitation du filtrat dans un melange constitue de 1500 ml de CH 3 CN et de 
1500 ml dether. Agitation 3 H a Temperature ambiante. Filtration sur fntte. Sechage 
sous vide a Temperature ambiante. Masse obtenue : 9.5 g 

HELC.:Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 3/ CH 3 CN ;tr = 16 min. 



EXEMPLF 1? 
15 a) condensation des 2 chatnes grasses 




Une solution de 0.61 g de DMAP ( dimethylaminopyridine , et 41.5 g de DCC 
(d|cyc.ohexy,carbodiimide) dans 50 ml de CH 2 CL 2 est additionnee. goutte a goutte a 

2 o cL'* T*°" ^ ^ 9 ^ 3 " a "* 0Xy " 1 *™™~»«* « <*• 12-5 3 <f aoide N- 
CBZ-6- a m,nohexanoique dans 500 ml de CH 2 CI, Apre* agitation 1h a OX puis 1 h a 

TA ce melange est filtre sur verre fntte puis concentre et remis en solution dans 500 m, 

Tool in 7r a ° ^ f 5 m ' d ' a ° ide heXan ° iqUe ^ C6 m6lan9e - «"* • 8°"«e 
a goutte et a TA , une solution de 41g de DCC et 1.22g de DMAP dans 50 ml de 

* d hSaui: " 39ite TA, puis a nouveau ultra et evapore. On obtient 2 5g 
HPLC_:Colonne Symmetry® C18 (4.6x100);eau-TFA pH 3,2/ CH 3 CN ;tr = 16,5 min. 
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b) deprotection de I'allyle 




On ajoute 0.5g de Pd(OAC) 2 et 2.33g de triphenylphosphine a une solution de 25g de 
compose obtenu a I'etape a) dissous dans 300ml d'acide acetique. Apres chauffage a 
80°C pendant 5 jours, le milieu est filtre sur fibre de verre puis evapore. Le residu est 
purifie par HPLC preparative. 

HPLCjColonne Symmetry® C18 (4.6x1 00);eau-TFA pH 3,2/ CH 3 CN ;tr = 14, 14.5, 
17.7 min. 
RMN : 

1 H RMN (CDCI 3 ) : 7.45 (5 H aromatiques), 5.25 (O-Chb-Ar), 4.65 - 4.20 et 3.90 (2 
CHaO- et CHO du glycerol), 3.37 (OCO-NH-Chb-), 2.53 (m, 2 OCO-CH2-) 
13 C RMN (CDCI3): 173.9 (2 OCO-CH 2 ), 156.9 (OCO-NH), 137 (C 1V aromatique), 
128.9 / 128.5 (5 CH aromatique), 68.5 (CH du glycerol), 67.0 / 65.4 (2 CH 2 du 
glycerol), 41 .2 (OCO-NH-CH2-) 

c) phosphorylation 




On ajoute goutte a goutte et a 0°C une solution de 6g du compose obtenu a I'etape b) 
dissous dans 46 ml de toluene a une soltution de 1.92 ml de POCI 3 et 2.85 ml de 
triethylamine dissous dans 18 ml d'heptane. Apres agitation 1h a 0°C puis 1 nuit a 
Temperature ambiante, le milieu est hydrolyse avec 30 ml d'eau, 2h a Temperature 
ambiante puis decante. La phase organique est concentree puis purifiee par un lavage 
acido-basique. On obtient une huile jaune m=5.4g ( 

HPLC Oolonne X-TERRA® MS C18;(NH4) 2 C0 3 -H 2 0 pH 9/ CH 3 CN ;tr = 13.3-14 
min. 
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RMN :. 

31 1 



'P RMN (CDCb) : -3.5 ppm 
d) couplage de la serine 

n 




O O 
O OH NH /<v. 



A une solution de 5.3g de compose obtenu a ,-e te pe c, e, 5.3 5g de N-fter 
B u*xycarbonyi>-Userine toaster ( BocL-Ser-OtBu) dans 80 m, de pyl e ^ 
dd.onnae goutte a goutte e, a Temperature ambiante une soiutien de compo Tel 
9.3g de chiorure de tnisopropyibenzenesuifonyie dissous dans 60 m, de pyridine Ce 
flange es, ag,te 18h . Temperature ambiante puis hydroiyse aveo 120 m, Jeau 
Apres concentration , le residu est purifie par HPLC preparative 

HPLC :Colonne Lichrospher C18® ; eau-TFA pH 3.3 / CH 3 CN ;r = 1 1 7 min 
RMN : 

1 H RMN (CDCb) : 4.50 - 4.10 (Cj^O-P du olvcerol PH n ph i 
la serine), 1 .40 (6 CH 3 des tBu) ^ * ^ de 

plT^ C Ti : 9 1 8 °- 5 ^ £(CH3)3) ' 64 " 9 (£H2 °- P dU 64.3 (CH 2 0- 



31 P RMN (CDCI 3 ) : -2.5 ppm 
e) deprotection du CBZ 




OH NH /\ 



A 3.8g de compose obtenu a I'etape d) dissous dans 200ml de 2-methvl 2 nmn , 

-ant est evapore et ,e ,sidu Z^ZZS^Z *~ * ~" ' * 
HPLC .-Colonne SymmebyB C18 (4.6x1 00,;eau-TFA pH 3.2/ CH 3 CN ;,r = 7.6 min. 
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O I 3 O 4 

' ' * Q= ^° 0- MHO 





10 



7 II 



' k 



1 H RMN fCDC!,) - 

6.26 - 6.10 (1 ddd, H 6 , 3JH5.H6 = 7.9 Hz), 4.60 / 3.99 (2 m, Hl ), 4.54 (1 m, H 2 ) 4 26 / 
4.16 (2 m, H 3 ), 4.25 (1 m, H 5 ), 4.15 / 4.11 (2 m, H 4 ), 2.91 (1 m, H f ), 2.41 (1 m H b .) 
2-30 (1 m, H b ), 1.60 (1 m, H c ), 1.72 (1 m, H tf ), 1.69 (1 m, H e .), 1.47 (1 m, H,), 1.44 (1 
m, H 9 ), 1 .41 (1 m, H 12 ), 1 .29 (1 m, H e ), 1.28 (1 m, H d ), 0.86 (1 t, H f ) 

13 C RMN rCDHI,) - 

173.6 (C a .), 173.3 (C a)> 169.5 ( C 10 ), 155.8 (C 7 ), 82.1 ( Cl1 ), 79.5 (C 8 ), 71.5 (C 2 ) 65 B 
(C 4 ), 63.9 ( C1 ), 63.2 (Ca), 55.2 (C 5 ), 39.5 (C f) , 33.8 (C b ), 33.7 (Qj-). 28.4 (C 12 )' 28 % 
(C 9 ), 26.7 (C e .), 25.3 (C d> ), 24.4 (C c ), 24.0 (C), 22.1 (C e ), 13.6 (C f ) 



31 P RMN (CDCUy 
0.85 / 0.75 ppm,. 



EXEMPLE 13 



a) phosphorylation 




-OH 



1.23ml de POCI 3 et 1.63ml de trlethylamine sont mis en solution dans 9ml d'heptane a 
0°C. L'alcool (N(Fmoc)-amino-6-hexanol, 3g) est dissous dans le CH 2 CI 2 et additionne 
goutte a goutte a la solution precedente sans depasser 0»C. Le milieu reactionnel est 
ensuite agite 1 h a 0°C puis 1 8h a Temperature ambiante. 30 ml d'eau sont ajoutes et le 
m.lieu est agite 2h a Temperature ambiante. Les deux phases sont separees • | a phase 
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organique est concentree. Le solide resultant est lave a I'eau, flltre et seche sous vide 
3g de produit sont obtenus. 

HPLC :Colonne X-TERRA® MS CI^NmfcCO^O pH 9/ CH 3 CN ;tr = 14.1 min. 
b) couplage de la serine 




3g du compose precedemmen, obtenu e, 3.73g de BooSer-OtBu sont dissous a 
Temperate ambiante dans 54 m, de pyridine. Une solution de 6.49g de TIS ( 
^soprpvlbenzenesuifochioride , dans 42 m, de pyridine est additionnee goutte a goutte 
e. ,e m„,eu est ag*e a Temperature ambiante, 48h. P uis „ milieu J 
hyd olyse avec 30 m, d'eau, agite 4h a Temperature ambiante et concentre ensuite , 
seoLe brut obtenu est repds dans 100 m, d'E1 2 0, ,e precipe forme est flltre sur verre 

£ MeOH T ^ «™~™** « *»■ «*» OH 2 0, 2 

so h MeOH 5%.3.9 g de produit sont obtenus. 

HPLC .Colonne X-TERRA® MS 018 ; (NH4) 2 CO3-H 2 O pH 9/ CH 3 CN ;tr = 20 min. 
c) clivage du Fmoc 




H 2 N' \^\^^v^-0— P O O-tBu 



on a Z 2h ?T T ***** 61 °- 62m ' ^ **'*» da " S * 
son, agr.es 12h a Temperature ambiante .II se forme un preclpite blanc. Le milieu 

reacfonnel est ffltre, les cristaux sont laves avec 2 fois 50 ml de OH CN 

revises dans 100 m,deOH 3 ON. 0.9 g de produit sont obtenus ^ 

HPLC_:Colonne Symmetry® C18;eau/ MeOH* = 13.6 min. 
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EXEMPLE 14 



a) Ben2yl5-{[(2S)-2-{[(9H-fluoren-9-ylmethoxy)ca^bonyl]amino^3 
- (1 H-indol-3-yl)propanoyl]amino}pentylcarbamate 




1 5.63 g de ((2R)-2-{[(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl]amino}-3-(1 H-indol-3-y!) 
propanoic acid) sont solubilises a temperature ambiante dans 300 ml de 
tetrahydrofuranne. 10 g de (Benzyl 5-aminopentylcarbamate) puis 5.1 ml de 
triethylamine sont additionnes. L'ensemble est agite 5 minutes a temperature ambiante 
5.94 g d'Hydroxy-1-benzotriazole hydrate puis 8.43 g de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3- 
ethylcarbodiimide chlorhydrate sont ensuite ajoutes au milieu reactionnel et I'ensemble 
est agite 24 heures a temperature ambiante. L'insoluble est elimine par filtration Le 
filtrat est concentre sous vide. L'huile obtenue est versee dans 150 ml d'eau It 
I'ensemble est fortement agite pendant 1 heure a temperature ambiante. Le precipite 
obtenu est lave sous forte agitation dans 1 00 ml d'eau, filtre puis lave par 200 ml d'ether 
ethylique. Le precipite est filtre et seche. 22.78 g sont isoles. 

CCM_:Si0 2 Merck®;CH 2 CI 2 / MeOH-80/20;rf = 0.94 min. 

hELC_:Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.95/ CH 3 CN ;tr = 40 min. 

Spectre de masss :Mode ES+ m/z = 645 avec z = 1 



b) Benzyl 5-{[(2S)-2-amino-3-(1 H.indol-3.yl)propanoyl]amino}pentylcarbamate 




"h 

20 g du compose obtenu precedemment sont solubilises a temperature ambiante dans 
280 ml de tetrahydrofuranne. 41 .4 ml de piperidine et 20 ml d'eau sont ensuite 
additionnes. L'ensemble est agite 3 heures a temperature ambiante\ Le milieu 
reactionnel est concentre sous vide. L'huile obtenue est purifiee sur silice. Elution 
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sr oHi (9 ' 5/o - s,Ap " s " aporau ° n * -*~ - ™ » * p— 

£CM.:SI0 2 Merck®;CH 2 CI 2 / MeOH-95/5;rf = 0.64 min. 

HELC :Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.95/CH 3 CN ;tr= 19 5 min 

Spectre de masse :Mode ES+ m/z = 423 avec z = 1 

c) tert-bu*. (12S>1 2 H1H. lraJ oW. ylm e» h y.H15RH5-isob U t y i-3, 11 i 4 .,noxo 1 
ph e nyl-2-oxa-4. 10, la-triazaheptadecan-IT^ate 14 tnoxo-1- 




9.16 9 de (2 (R )-(2-tert-bu to xy-2.oxoe,h y .H^e1hy, P en te nolc acid ) synthase selon ,e 
mode operators decrit dans (mzLS hew.1998. vwai m-, „ o J *™ , J ° 
temper ambiante dans 1^e^n^^ * 

ST 9 * '' tePe «—* * — 166 Ide 

letrahydrofuranne est addltionnee en una aeule fois suivi par, success!— 8 3 , 

e tn.tby1am.ne, 0.45 B d'Hydnoxy-l-benzoln^e hydratL 9,7 g IT T 
d,me,by,aminopro Pyl) .3-e thylcarbodllmide chlomydra , e L , ensemb|e g esl 
a temperature ambiante. Unsoluble eat e,im,ne par «tra«on. Le fiitra, est conoen re 

CCM ="n '.T T " S '° hage S ° US 24 8 de ™ «« ho* 

CCM :S,0 2 Merok^CHaCIV MeOH-95/5;rf = 0.42 min 

HELC :Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.95/ CH 3 CN ;tr = 25 7 min 
Spectre de masse :Mode ES+ m/z = 635 avec z * 1 ' 

d)(12SH2- ( 1H-indo,-3-y,me,by„-15-,sobu V -3, 11, 14-<noxo-1-pneny,-2-ox a 4 10 13 
tnazaheptedecan-17-oic acid ' 10 ' 13_ 
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of 1 ' 




1.4 g de dithioerythritol sont additionnes dans un melange composee de 100 ml de 
CH 2 CI 2 et de 100 ml d'acide trifluoroacetique. Le melange est agite, sous argon, jusqu'a 
totaie dissolution. 10 g du compose prepare precedemment sont ensulte ajoutes. 
L'ensemble est agite 30 minutes a temperature ambiante puis concentre sous vide. 
L'huile obtenue est purifiee sur silice [CH 2 CI 2 / CH 3 OH] (98/2).Apres evaporation et 
reprise a I'ether, le produit est filtre et seche. 6.19 g sont isoles. 

CCM :SiQ 2 Merck®;CH 2 CI 2 / MeOH-80/20;rf = 0.57 min. 

HPLCjColonne Symmetry® C1 8;eau-TFA pH 2.90/ CH 3 CN ;tr = 20.8 min. 

Spectre de masse : 

Mode ES+ m/z = 579 avec z = 1 



e) Benzyl (SSWlH-indol-S-ylmethylHURJ-H-isobutyl^, 10, 13-trioxo-16-phenyI^5- 



6.1 1 g du produit obtenu precedemment sont dissous a temperature ambiante dans 160 
ml de tetrahydrofuranne. Le milieu reactionnel est refroidi a 0°C. 1.69 g de O- 
Benzylhydroxylamine chlorhydrate, 3 ml de triethylamine, 1.86 g d'Hydroxy-1- 
benzotriazole hydrate puis 2.63 g de 1-(3-dim§thylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 
chlorhydrate sont successivement ajoutes au milieu reactionnel et ^ensemble est agite 
24 heures a temperature ambiante. L'insoluble est elimine par filtration. Le filtrat est 
concentre sous vide. L'huile obtenue est versee dans 200 ml d'eau et l'ensemble est 



oxa-6, 9, 14-triazahexadec-1-ylcarbamate 
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tenement agite pendant 1 heure a temperature ambiante. Le precipe obtenu est ffltre 
broye flnement dans un mortier, puis relave sous forte agitation dans 100 ml d'eau ' 
pendant 30 minutes a temperature ambiante. Le precipite est ffltre et seche sous vide 
5.7 g de produit sont isoles. 

CCM_:Si0 2 Merck®;CH 2 CI 2 / MeOH-50/50;rf = 0.29 min. 

HPLC .Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 22.8 min 

Spectre de masse* : 

Mode ES+ m/z = 684 avec z = 1 

)2S 1S KT aminW,am ' nOH 
(2R)-2-isobutylsuccinamide 




NH, 



1 

Dans un reacteur de 100 ml muni d'une agitation magnetique, 0.5 g du produit 

zzz:t pr ' pa ; 6 est dissous dans une so,ution 75 * * 

de 50 d HC| concentre 1 g de pd/c 5Q% Mrate ^ ^ ^ ^ 

est ag rte ortement pendant deux heures a temperature ambiante sous 1 atmosphl 

^T^t^rr 6,imin6 parfi,tration sur c,arce, • La — 

f'^e 0.45m) at le ftltrat est concentre sous vide. 0.32 g de produit sont isoles 
HPLC :Colonne Symmetry® Cl8;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 9 90 min 
Spectre de masse :Mode ES+ m/z = 460 avec z = 1 



EXEMPLF 1ft 

a) protection de la diamine 



0.113 mo, de 4,7,10-Tnoxa- 1 .13-,rideoanediamine es, mis en solution dans 200m, de 

diea* t T dS d ' UnS amPOU ' e * bmme SOlUti ° n de 0 038 ™' * «» * 
d,carbona,e (Boo 2 0) dans 50 m , de CH 2 C, Le milieu reaConne, est ag« 
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temperature ambiante pendant 18h. Apres avoir concentre le milieu reactionnel a 150 
mL, la phase organique est lavee avec 2 fois 150 ml d'eau . La phase 
chloromethylenique est sechee sur Na 2 S0 4) filtree, lavee puis concentree. L'huile 
obtenue est purifiee sur silice (AcOEt /MeOH). 5.7g de produit sont obtenus. 
5 HPLCjColonne Symmetry® C1 8;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 9.5 min. 
Spectre de masse :Mode ES- m/z = 320.9 avec z .=,1 

b) couplage de Paminoacide protege 



5.4 mmol de N-a-Fmoc-L-Glutamic acid (Fmoc-Glu-OH) sont mis en suspension dans 
50 ml de CH 2 CI 2 sous argon . On y ajoute 2eq de N-Hydroxysuccinimide (NHS) puis 2 
eq de DiCyclohexylCarbodiimide (DCC) . Le milieu reactionnel est agite pendant 45 min 
puis filtre. On lave le precipit6 au CH 2 CI 2 . Par ampoule a brome on additionne une 
is solution de 11 mmol de compose obtenu precedemment ( etape 15 a) dans 50 ml de 
CH 2 CI 2 Le milieu reactionnel est agite a T ambiant pendant 2H. 30 ml d'&au sont 
ajoutes. On laisse decanter , recupere la phase organique qui est sechee suftNa 2 S0 4 , 
filtree, lavee puis concentree . au 2/3 . La solution obtenue est purifiee par 
chromatographie sur SiO z (CH 2 CI 2 / MeOH ). Apres evaporation des fractions , oh 
20 obtient une huile . m=3.8g . 

CCM_:Si0 2 Merck®;AcOEt/ MeOH-90/1 0;rf = 0.4 min. 

HPLCjColonne Symmetry® C1 8;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 41 min. 

Spectre de masse :Mode ES- m/z = 974.6 avec z = 1 

. 25 c) deprotection du Fmoc 



1 .02 mmol du compose obtenu a I'etape precedente est solubilise dans 6 ml de CH 3 CN. 
10 ml de CH 3 CN contenant 20% de piperidine sont ajoutes. Le milieu reactionnel est 
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o 
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agite a Temperature ambiante sous argon pendant 3H a™* ■ 

r^sidu obtenu est purifie par ch romatogr e su SiO S ~° ndU ~,e 

CCM_:Si0 2 Merck®;CH 2 CI 2 / MeOH-80/20;rf = 0.35. 

Spectre Hfi m 3 oc,p . 

Mode ES+m/z = 751.5 avecz=1 
d) couplage de I'acide pteroTque 



L II J if^"" o^-W^o^^o^a. 

^>l''^N o 'f 






0.8 mmol d'acide pteroi'aue P<?t mio ^« 

PMSO, en p^ce Z^ZZZ^ " * * 

agWion, * Tenure a mbi an,e. son, Z Ms 75 1 17 ^ S ° US b ° nne 

r&Mionnel es, agite pendant 72H Le Lr ^ ' 3 40 ° C ' le milie " 

Bb-on. lavage a Tea s s 0 1 d^ ^ " SU8PenS, ° n *"» 10 "* *~ ■ 

-a . 3 20mg de ^r^r zzz dessicoateur sous vide en — - 

Mode ES+- m/z = 1046.5 avec z = 1 



e) deprotection: 



J* - 



j-j 



Le mmeu l: : rr; m 0 T que * Te ~ re 

dans 25 ml d E, 2 0. Le preclpite obtenu est (litre, lave 
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avec Et 2 0 puis seche dans un dessiccateur sous vide en presence de P 2 0 5 . Les 
cristaux oranges obtenus sont purifies par HPLC preparative. 110 mg de produit sont 
obtenus . 

HPLC :Colonne Symmetry® C18;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr =11.3 min. 
Spectre de masse :Mode ES+" m/z = 846.5 avec z = 1 

EXEMPLE 16 SYNTHESE PARALLELS 

a) couplage 




rorrnuie 

R= 


Nom 


exemple 


HPLC* 
analytique 
Tr(mn) 


MS 
m/z 


%• 
l 


Gly 


16-1 


3,4 min 


600.4 


CH, 


Leu 


16-2 


3.8 min 


656.4 


t 

* 1 


Pro 


16-3 


3,5 min 


640.4 


5h 3 


Ala 


16-4 


3,5 min 


614.4 




Arg 


16-5 


4 min 


951.5 




Ihr 


16-6 


4,1 min 


700.5 



1er depot 
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Irp 


16-7 


3,8 min 


729.4 


i 











Mode operatnire pour la svn these de lw C m pr» « 4 

A 685mg de Fmoc-Ala-OH dans 20 ml de dichlorcmetbane (DCM) son, ajoutes 253mg 
de NHS pu,s 454mg de DCC. Le melange est iaisse sous agitation a Temperature 

*** Pendant 30mia 7 °° ms de ""P"* «enu exempie 1 5 a) dilue dans 10ml 
de d.chloromethane sent ajoutes. Laisser sous agitation a Temperature .Ambiante 
pendant 1 h . Filtrer et laver aveo (2x10ml ) d'eau . Apres evaporation du DCM le 
produit obtenu est purine par chromatographie sur silice, (DCM / methanol ( 96 /5),. 

b) deprotection du Fmoc 




Formule 

R= 


Nom 


exempie 


HPLC* 
analytique 

Tr (mn) 
1.68 min 


MS 
m/z 


< 


"~Giy~ 




" 378.3 




Leu 


16-2 


2.02 min 


434.4 




Pro 


16-3 


1.73 min 


418.3 


I ch 3 


~Aia~ 


16-4 


1.7 min 


392.51 1 




Arg 


16-5 


2.52 min 


729.5 




Thr 


16-6 


2.10 min 


478.4 



I 
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Trp 


16-7 


2.08 min 


507.4 













Mode ooeratoire pour la svnthese de I'exemple 16-4 



500mg de compose obtenu a I'etape a) sont introduits dans 5ml d'acetonitrile (ACN), 
une solution de piperidine a 20%.est ensuite ajoutee et le milieu reactionnel est laisse 
sous agitation pendant 3h a temperature ambiante. Le produit obtenu est filtre, lave a 
I'ACN et purifie par chromatographic sur silice. 
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c) couplage de I'acide pteroique 



R = 


Nom 


exemple 


HPLC* 
analytique 
Tr (mn) 


MS 
m/z 


I 
I 


Gly 


16-1 


2.15 min 


672.4 




Leu 


16-2 


2.57 min 


728.5 




Pro 


16-3 


2,28 min 


712,5 




Ala 


16-4 


2.20 min 


686.5 




Arg 


16-5 


2.95 min 


1023.6 
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Thr 


16-6 


2.73 min 


772.6 




Trp 


16-7 


2.55 min 


801.5 



Mode operatnire nnnr l a c ^ t htee ria | Wm r ,„ , g } 

A 165.5mg da compose obtenu * I'etape preceded dissous dans 5m! de DMSO 
aputer 1 3 2mg decide p,e roiqU e, add^nner e„ sute 5 7m 9 d'HOBT e, 12 Zg 1 1-(3 
me.Hv.a mi nop ropy ,,3-e thy ,ca r ood,, mi d e chlomydrate (EDCI , Uisser „ ^ (3 " 
ac„ nne, sous agitatlon a 4Q . C pendan( uns ^ ^ ^ 

d^gue a, (2x20m,, d'eau, center, ^oup.rer ,e p W jaune Le 
d) deprotection du tBoc 



b^JUl^c 
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R = 


Nom 


exemple 


HPLC* 
analytique 
Tr (rnn) 


LC/MS 
m/z 


i 
i 


Gly 


16-1 


1.2 min 


572,3 


CH, 


Leu 


16-2 


1,7 min 


628,3 




Pro 


16-3 








Ala 


16-4 


1 ,4 min 


586,3 




Arg 


16-5 


0,5 min 


671,4 
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Thr 


16-6 


0,9 min 


616,3 




Irp 


16-7 


1 ,7 min 


701,4 



!HPLC = colonne = Symmetry ®C18, 100A, 3.5|jm, L=5cm, d=2.1mm 
Eluant : CF 3 COOH dans I'eau ( pH=2.8) / CH 3 CN 

Mode ope ratoire pour la svnthese de I'exemple 16-4 

le compose obtenu precedemment est deprot6ge dans le TFA. Apres 30min, precipiter 
le produit dans Tether ethylique et laver 3 fois a Tether ethylique. 

Exemple 1 7 synthese parallele: 
Compose de formule : E 
Tel que B= 



L= 




O O 

ChFR est tel que r est 2 et l a a pour formule IT1 tel que 

i 

x = 2 



-GNH- est 
-(CH,y 




2> 2 ^ NH- 

Rest 
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-CH 2 CONH 




X CONQ 1 Q 2 
avec Q,=Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = 
D est 




avec q=1 
et x,y,z=1 



R = 


Nom 


exemple 


HPLC** 
analytique 
Tr (mn) 


MS 

m/z 


i 
i 


Gly 


16-1 






CH 3 


Leu 


16-2 


16 


9384 ± 1 




Pro 


16-3 








Ala 


16-4 


13,8 


9343 ± 
0.8 




Arg 


16-5 








Thr 


16-6 


13,6 


9375 ± 
1.7 
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Trp 


16-7 


18 


9460 ± 










1,9 



HPLC = colonne = RP select B®, 60A, 5um, L=1 2.5cm, d=4.6mm, 



Mode operatoire pour la svnthese de I'exemple 16-4 

5 

1g de compose obtenu exemple 3 est dissout dans 12ml d'eau, le pH est ajuste a 9.2 a 
I'aide d'une solution de carbonate de sodium. Le compose obtenu a I'etape 16 d) 
dissous prealablement dans de I'eau est additionne. Le melange reactionnel est laisse 
sous agitation pendant 48h a temperature .ambiante. En fin de reaction, le milieu est 
10 neutralise et le produit purifie par chromatographie preparative. 



EXEMPLE 18 
Compose de formule : E 
Tel que B= 



15 




20 



25 



L= tel que defini exemple 17 
ChFR= tel que defini exemple 17 
Avec x=1 et y,z=2 

673 mg de compose prepare exemple 3 sont dissous dans 7 mL d'eau puis le PH est 
ajuste a 9 avec une solution de Na 2 C0 3 . 40 mg de compose obtenu exemple15 e) en 
solution dans 1 mL d'acetonitrile sont ajoutes. Le milieu reactionnel est agite 24 h a 
temperature ambiante puis le pH est ajuste a 6,5 a I'aide d'une solution d'HCL aqueux 
1N. Le milieu reactionnel est evapore a sec, sous pression reduite. Le produit obtenu 
est purifie par HPLC preparative 

HPLCjColonne Superphere RP Select B ® ;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 12.8 
min. 

Spectre de masse :Mode ES" m/z = 18361 avec z = 1 
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EXEMPLE 19 
Compose de formule : E 
Tel que B= 




L= 



\ 



H 



O O 
OH NH 2 



ChFR= tel que defini exemple 17 
Avec x,y,z=1 



a) condensation 

3.3 g de nntermediaire obtenu exemple 3 sont dissous dans 33 mL d'eau et le PH est 
a^ste a 9 avec une solution de Na 2 CO, 271 mg de nntermediaire obtenu exemp, e 12 
e) en solution dans 3,3 mL d'acetonitrile sont ajoutes. Le milieu reactionne, est agite 24 
h a temperature ambiante puis le pH est ajuste a 5,7 a raids d'une solution d'HCL 
aqueux 1N. Le milieu reactionne. est evapore a sec, sous pression reduite. Le produit 
obtenu est purifie par HPLC preparative. 2g de produit sont obtenus. 
^HPLC rColonne Superphere RP Select B ® ;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 22.8 

Spectre de masse :Mode ES' m/z = 9384.8 avec z = 1 

b) deprotection 

1 .7 g du compose obtenu a I'etape precedents sont dissous dans 30 mL de TFA Le 

300 mL d^m m ' * 4 °' C P6ndan ' 3 heUreS ' ^ ^ 6St *™ 
300 mL d ether ethyhque. Le precipite est filtre, lave a I'ether ethylique puis seche Le 

produit est repris dans 100 mL d'eau et amene a pH 6,2 par une solution aqueuse 

salute de NaHC0 3 Apres uKraliltration sur une membrane de seui, de ooupure 1KD ,e 

retentat est evapore a seo puis seohe sous vide. 1 .4 g de produit son. obtenus 

HPL£.:Colonne Superphere RP Seleot B ® ;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN tr = 15 2 
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Spectre de masse :Mode ES" m/z = 9223.6 avec z = 1 




o H0 ^° 



EXEMPLE 20 
Compose de formule : E 
5 Tel que B= 



6r 

N N 

L= tel que defini exemple 17 

» 

10 ChFR est tel que r est 2 et l c a pour formule Il"a1 tel que 
x = 2 

-GNH- est 




~ (CH 2 )r-^ 0 NH 

15 R est 

>=< 

-CH 2 CONH- 




H 

X CONQ 1 Q 2 
avec 0^02 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = Br 
D est 



N- 

. > 



20 



avec q=1 
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Avec x,y,z=1 



0.92 g de .intermedial obtenu exemple 6 est dissous dans 9 mL d'eau puis une 
oiutron saturee de Na 2 C0 3 es, ajou.ee afin d'obtenir un pH = 9 93 2 2 
^diaire obtenu exemple He, sen, aj outes ainsi que a o u «e 8 U ano 
n*u reaConne, est agite 24 n , tempore ambiante puis ,e P H est ajuste 7e S I 
a,de dune solution d'HCL aqueux 1N. Le miiieu reaConne, est evepe^ a sec sou 

:rz:r ■ Ls praduit obtenu est puffl * - hplc « m3 * « 

^HPLC :Co,onne Superphere RP Select B • ;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 16.6 

Spectre de masse :Mode ES" m/z = 6987 avec z = 1 
EXEMPI F 91 

Composd de formule : E Tel que B= 

? H 
NH 



NH 




L tel que defini exemple 19 

ChFR tel que defini exemple 17 
x,y,z=1 



1.17 g du compose obtenu exemple 3 sent dissous dans 15 ml d'H nit * 
ambient, Le P H de ,a solution est amene a 9 par une so uti de Na "co 7 7 

e ~: * a T * sont ajout§s suivi de 1 70 - 

" — - « dans 1 50 m, e^^^Z ^ ml 
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d'ether ethylique, filtre et seche. 1.05 g de produit sont obtenus et purifies par HPLC 
preparative. 

HPLC :Colonne Symmetry® ;eau-TFA pH 2.80/ CH 3 CN ;tr = 13.7 min. 
Spectre de masse :Mode ES' m/z = 2303.3 avec z = 4 

EXEMPLE 22 
Compose de formuie : E 
Avec B= tel que defini exemple 20 
L tel que defini exempie 17 
ChFR tel que defini exemple 17 

x,y,z=1 

1 .25 g du compose obtenu exemple 3 sont dissous dans 50 ml de carbonate de Sodium 
(0.1N) a temperature ambiante. (pH =10). 0.11 g de produit obtenu exemple 11e) sont 
ajoutes et le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 24 heures. Le 
melange est verse dans 500 ml d'ethanol et le precipite obtenu est filtre et seche sous 
vide. Le produit est purifies par HPLC preparative. 0.26 g sont isoles . 

HPLC .Colonne Superphere RP Select B ® ;eau-TFA pH 3 / CH 3 CN ;tr = 12.30 min. 

Spectre de masse :Morte FFT m/ 7 a 1«7Q z = 5 



EXEMPLE 23- Couolaqe de peptides 
Compose.de formuie : E 

Tel que B= est un peptide parmi ceux proposes dans la table suivante : 



Peptide 


Sequence 


cible 


1 


-NH-Pro-Leu-GIy-NHOH 


Matrix 
metalloproteinase 


2 


Cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) 


aVp3 


3 


-NH-Val-Cyclo(Cys-Arg-Gly-Asp-Cys)-NH 2 


GP| lb /m a 


4 


-NH-Ado-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-NH 2 


VEGF 



L tel que defini exemple 19 
ChFR tel que defini exemple 17 
x,y,z=1 



1er depdt 
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Us peptides ont ete prepares selon les Rhodes Cashes de .a Htterature an phase 

Z J17 SUPP ° rt S °" de ' " Chimfe B ° C ° U Fm ° C de <"« ou 11 

d un synthetiseur automatique. 

Les peptides mis en oeuvre sont les suivants : 




Compose de formule : E 
Tel que B= est -NH-Pro-Leu-Gly-NHOH 

L tel que defini exemple 19 
ChFR tel que defini exemple 17 
x,y,z=1 



a) Debenzylation 

meth" Z - P, °- LeU - G, ^HOH (BACHEM®) son, dissous dans 100 m, de 

P W dans, th e,o bt en«onda 57 o:j;Z:;ir~ ~ *" ^ 
iJPL£:Colonne Symmetry® C18:ea U -TFA P H 3.20 / CH 3 CN;tr = 5 min 
Sfig ctre de masse :Mode ES+- mfe = 301 .3 avec z = 1 

b) Couplage 

50mg du compose obtenu exemple 3 sont dissous dans 1 ml d'eau LenHe t 

9,5 par addition de w fl rn * ^ e pH est amen ® a 
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HPLC :Colonne Superpher RP Select B ® ;eau-TFA pH 3 / CH 3 CN ;tr = 14 min. 
Spectre de masse :Mode ES+ m/z = 2265 avec z = 4 

Couplaae du peptide 2 avec le compose de l'exemple 3 

Compose de formule : E 

Tel que B= est Cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) 

L tel que defini exemple 19 

ChFR tel que defini exemple 17 

x,y,z=1 

c) Couplage 

300mg du compose obtenu exemple 3 sont dissous dans 2 ml d'eau. Le pH est amene 
a 9,5 par addition de Na 2 C0 3 . 56,3 mg du peptide 2 (Cyclo(Arg(Pbf)-Gly-Asp(OtBu)-D- 
Phe-Lys)) sont ajoutes. Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 
3 jours puis est precipite dans I'ethanol. 

HPLC :Colonne SuperpherRP Select B ® ;eau-TFA pH 2.8 H 3 CN ;tr = 7.3 et 1 9.7 - 

Spectre de masse :Mode Fft' m/7 = 941 fi 7 avec 7 = ^ 

d) deprotectiori 

Le compose obtenu selon I'etape c) est dissous dans 10ml du melange acide 
trifluoroacetique/eau/triisopropylsilane (90/5/5). Apres 4h a temperature ambiante sous 
agitation, le TFA est eiimine par evaporation sous vide. Le milieu reactionnel est 
precipite dans I'ether. Le produit obtenu par filtration est ensuite purifie par HPLC 
preparative. 

HPLC_:Co!onne Superpher Select B ® ;eau-TFA pH 3 / CH 3 CN ;tr = 13.8 min. 
Spectre de masse :Mode ES" m/z = 2339.3 avec z = 4 

Les autres composes sont obtenus de maniere analogue : 

Couplage du peptide 3 avec le compose de l'exemple 3: 

Au depart du peptide 3 (NH 2 -Val-Cyclo(Cys-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OtBu)-Cys)-NH 2 ) et 
du compose de l'exemple 3 selon le mode operatoire de I'etape f c) de l'exemple 23. 
Deprotection selon le mode operatoire de I'etape d) de l'exemple 23. 



1erd,p6t 



no 



Souplaqe du peptide 4 ayas b ~~ p0S 6 ri „ iw^,., 

Au depart du pepttte 4 (W.Ado-Ala-Th^ul-TrpCBoO-Leu-Pro-P^Pb,) NH i 
- * compos* de ,,xemple 3 selon le mode ^ de ^ ^ 

~P"**n selon ,e mode operator de I'etape d) de ,'exemple 23. 
SauBiaaedujeBfide , ave c le mm^t^XsmnmjO: 
Au depart du compose de I'etape a) de I'exemnio ■>■> ^ 

se,on ,e mode op, ratoire de „U) deZmp,^ * ^ * ^ » 
SaUBlaaedujLeptide 2 aver, le gmposadeJ^xemBl^ 

Au depart peptide 2 (Cyclo(Arg(Pbf>Gly-Asp(OtBu>D.Phe LvsU m h 

^xemple 10 se,o„ ,e mode operate de ,,tape C )de IW^ ~ * 

Court" S6l ° n 16 m ° de ° PSrat0ire ^ d > * ''-mpte 23 ' 

£2Ue!aaa ^^^ayeclec s ^^ 

Au depart * .peptide 3 (NH 2 -Va,-Cyo,o(Cys-A WGIy . Asp(otB 

du compose de I'exemple 10 selon le mode operatoire de I'etane ,1 H 7 

^-"selonlemodeo^^^ 

Au ^depart du peptide 4 (NH2-Ado-Ala-Thr(tBu)-Trp(BocH.Bu-Pro-Pro-Am(Pbn m h 1 
e. du compos, de ,,xemp,e 10 selon ,e mode operatoire de l.tape [XZ"Z 

Detection seton le mode operatoire de I'etape d) de I'exemole 23 
Au depart du compos, de I'etape a) de I'exemnte ■>% ^ 

selon ,e mode op,ra to ire de l^pe \ de Z^L ™ " ° 

Au depart peptide 2 (Cyclo(A ra (Pbr)-Gly.Asp(OtBu)-D-Phe.Lv s 11 e, „, 

£emp,e 6 se , on , e mode operatoire de l,tape c, d'e Zm e 3 * 

O.pm.econ selon le mode operatoire de .tape d, de ^e L ' ^ * 
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Couplaqe du peptide 4 avec le mmpose de I'exemp le fi- 

Au depart du peptide 4 (NH 2 -Ado-Ala-Thr(tBu)-Trp(Boc)-Leu-Pro-Pro-Arg(Pbf)-NH 2 ) 
et du compose de I'exemple 6 selon le mode operatoire de I'etape c) de I'exemple 
23. 

Deprotection selon le mode operatoire de I'etape d) de I'exemple 23. 

EXEMPLE 24 
Compose de formule : E 
Tel que B= 




L tel que defini exemple 19 
ChFR= tel que defini exemple 17 
Avecx,y,z=1 

a) condensation : 
La condensation est realisee au depart du compose de I'exemple 3 et de I 'intermedial 
obtenu exemple 13 c) selon le mode operatoire de I'exemple 19 a). 

b) deprotection 

Le compose obtenu a I'etape precedente est dissous dans le TFA et traite selon le 
mode operatoire d6crit etape 19 b). 

EXEMPLE 2R 

Compose de formule : E 

Avec B= tel que defini exemple 20 

L tel que defini exemple 17 

ChFR est tel que r est 2 et l e a pour formule II'" 1 tel que : 
x=2 

-GNH- est 
-(-CH 2 ) 3 -NH- 



R est 
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,CONQ 1 Q 2 



X CONQ 1 Q 2 

avec Q 1 = Q 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et X = Br 



Dest 



avec q=1 
Avec x,y,2=1 



0.650 g du compost obtenu a rexemple 10, est dissous dans 9 ml d'eau • le „h . 
amen, a 9,2 par N a 2 C0 3 puis 0,065 . de compos, prepar e ' , , 

rajoutes ainsi que 0 3 ml d'ethanni i =, o . 'exemple 11 e ) sont 

ambiante puis versee d nsto J d )h ^ *" * 

Apres purLlon plr HPLC 1 . Pr ° dU,t ""^ eSt ■* pUis ***• 

seui, d couptd KD le 2* , """^ 

jaunes. ' " ° btention * ^mg de paillettes 

hac :Colonne Superphere RP Select B ® ;eau-TFA B H28/CHrM, 
SEsaada^ :M ode ES-- m/z = 2305.6avec z = 4 ' 

On, ^n, maintenant l, ffi cac»e biologize de composes synm.ses p ar les 



EXEMPLE I) : composes FR uttlisant comma biovacteur on aaent ri„ k, 
recepteuraux folates. 9 rt de abla 9 e de 

Les inventus ont notammen, teste comme temoins des biovecteurs non FR • 
DOTAnonFR eS ""^ - P8?1 - «- at un 
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- le compose P860 de formule 




Le P860 associe un biovecteur sp6cifique de ciblage du recepteur au folate, et 
DOTA non FR, avec un lien de type PEG. 

Les inventeurs ont notamment teste comme biovecteurs FR: 
- le compose BIO-FOLATE.I de formule : 



( 



1er depot 
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HO 0 
HjN *** N N H 



n r 

0*^0 




O OH 0 



;,AaJ o^O-< O 



I AAG, 
NH 

.6 



O =< 

AAG,AA„ 



f-\ / — * ' C 



OH 
O 



o o 



AAG.AA,, 



un DOT^^'' T U " W0VeCteUr 5P6dflqUe de CiWa9e dU a " fo'ate, e , 

un DOTA FR, avec un iien de type squarate. 

Le Bio-FOLATE., possedan, 2 Gd par mo ,e de produtt, ,es vaieurs de relate mo.a,re 
sent resumees dans ce tableau (incertitude +/- 5 %). 



Frequence 


!' ■ » 


r1 molaire 


r2 molaire 




>. ' 


mM-ls-1 


mM-1.s-1 


60 MHz 




' 53 


81 



le compose BIO-FOLATE.II de formule 
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O MG.AAJ, 



0 J r^°~~0 



0 v. >-/ ° 



AAG,AA W 



O 

HN 





AAG 1 AA 28 



Les inventeurs ont verifie que les composes temoins possedent une forte affinite 
pour leur recepteur in vitro. La fixation a ete testee sur modele in vitro de binding sur 
membranes de cellules KB en competition avec du folate 3 H. 

Par contre les etudes in vivo demontrent clairement que le P860 est inactif in vivo 
contrairement au BIO-FOLATE.I et au BIO-FOLATE.II. 

c Etude de Biodistribution sur souris Nudes portent des tumeurs KB : cette 

etude de biodistribution comprenait une competition entre le P860 et I'acide folique 
libra. Un groupe d'animaux recevait une nourriture normale et une co-injection 
d'acide folique avec le produit teste et un autre place en alimentation depletee en 
folate pour une injection unique du produit teste. Cette etude montre une absence de 
fixation du P860 sur la FBP. 
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«■ IRM sur rats Nudes porteurs de tumeurs KB (etude permetan, 

eToCr ^ " dmr6nCe — ' — - ~ « -eau de ,a ^ 

Au contraire, les etudes sur le produit BIO-FOL ATF I H™„ ♦ a 

- Etude in v„ ro de binding de p oduit sur d tare t FoI R f t * ^ : 

a permis de montrer q ue ,e BIO-FOLATC I s eZ d f 9 '"^ ^ ** 

c*. w • -x e flxe de facon specifique sur la FRP 

,n v*o de ,a flxa ,ion / inte m a,isa«on dans ,es cellules KB : e«e e Ta,'isee a 
37 C avec ou sans acide foiique libre en exr** * ^ • ^ realisee a 

La concentration choisie pour le BIO-FOLATF i 6d a « 

-e de doses d, ffl eac*e en ,ma 9 erie ^Ll " *» " 

Resultats : une excellente accumulation de BIO-FOLATE I H»n= , . 

observee.une injection prealabled'acidetoliquelibreT^mLr " "* 

les concentrations de Gd dosees dan, j„ , M 9 Pemet de diminuer 

: r1 = 53 mM" 1 «-i n» - ,. nne nota mment a 60 MHz 

Gd (Investigative Radiology, ;an 2 000, vo, 35 p56 ) = mM - 1S " 1 ^ 

.rrr:: 'i:" rr et 24 heures : ,e ~ - — * 
« ^ ,cp- ms ~ i^rrre'rrrr: d d r sases * 

produits de contraste precedent, uUiisel *" 06,1,1 ^ ™» des 
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Conditions experimental des etudes BIACORE anno sur Pam Pt BIO-Fm atp i 
(etude d'affinite entre P860; BIO-FOLATE.I. et te F olate Rinding Protejn^parBIAcore 
3000V 



Reactifs 



Produits 


Fournisseur 


Reference 


Acide folique 


Avogado 


14300 


FBP 


Sigma 


F-0504 


Chips CM5 


BIAcore 


Lot 0374 



Tampon HBS : Hepes 10mM pH7,4, NaCI 0,1 SM, EDTA 4,3mM et NP20 a 0,005% 
Tampon PGM : KH 2 P0 4 100mM pH 7, glycerol 10% et p-mercaptoethanol 4mM 

^immobilisation de la FBP a ete faite a 1 mg/ml dans le tampon PGM selon les 

protocoles presents par BIAcore pour le couplage aux amines. Apres, les groupements 

carboxyles actifs restants sont satures par 1 M d'ethanolamine pH=8. 

La fixation du folate a ete suivie a quatre concentrations differentes (125, 250, 500 et 

1000 pM). L'association et la dissociation ont ete etudiees avec un flux a 30 pl/min La 

phase dissociation est de 5 minutes alors que la phase de dissociation est de-3 

minutes. 



Resultats 



Produits 


Vitesse de dissociation Kdi 


Acide Folique 


1,55 ±0,44 10-V 


BIO-FOLATE.I 


2,6 ± 1,4 10-V 1 



Conditions d'etude de hfodistribution sur souris M.iHo 
Partie 1 : 

- Induction de tumeurs sous-cutanees chez la souris femelle Nude et injection 
IV de cellules humaines KB. 

- Separation des animaux en 2 groupes recevant une alimentation avec ou 
sans folate (10 jours). ' 

Le groupe avec folate recoit une injection supplemental d'acide folique (25 
pmol/kg IV) 5 minutes avant les injections de produit de contraste (PC). 
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--■pir ,vde pc puis p ""~ d, ~ ( ~ — -» 

Partie 2 : Dosages par ICP-AES 

Parti , " R DOSa9e dU ^ (P86 °' BI °- FOLATE | . Do«ar em , : foie, rein, 
rartie d : Bioanalyse : Dosages par ICP- MS 

- Dosage du Gd (P860. BIO-FOLATE.I, Dotarem) : tumeur. muscte, plasma 
Supplementation en folate 

5,5 mM dilu§ dans du PBS puis injecM * ,a dose * 25 



Produits de contraste 



Produit 


Vehicule 


Concentratio 
n en Gd 
(mM) 


Concentratio 
n apres 
dilution 
ImM). 


P860 


PBS 1X 


50 


44 


BIO- 
FOLATE.I 


PBS 1X 


10 a 15 


6.6 


DOTAREM 


PBS 1X 


500 


44 



Acide folique et PC : Vote IV (veins caudate) 

L'acide folique a ete injecte 5 minutes avant Injection de PC. 




Induction des tumeurs sous-cutanees : 

- JO : inoculation sous-cutanSe de 107 cellules KB dHuees dans 200 u de RPM, 

J« . 100/.desan,mauxontdeveloppeune tumeur sous-cutanee. 
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Resultats : distribution tumorale des PC-Gd 

- Regime sans folate 

On retrouve de 14% (a 4 h) a 7% (a 72 h) de la dose theorique injectee de BIO- 
FOLATE.I, dans les tumeurs. 

Dans le cas du P860, on ne retrouve que 1 a 2 % de la dose theorique injectee, 
dans les tumeurs. 

Ces proportions sont conservees lorsqu'elles sont ponderees par la masse de 
I'echantillon tumoral : respectivement 0.3 a 0.4% pour le BIO-FOLATE.I versus 
0.05 a 0.1 0% pour le P860. 

Pour les deux PC, on observe un effet-temps entre 4 et 72 h caracterise par une 
decroissance progressive des quantites de PC mesurees dans les tumeurs. 

- Competition par du folate libre 

L'acide folique empeche partiellement ('accumulation du BIO-FOLATE.I dans les 
tumeurs, aux temps 4 et 24 h : on retrouve alors 2 fois moins de produit (5 a 8% 
de la dose injectee) au niveau tumoral. 

Au contraire, la distribution du P860 dans les tumeurs n'est pas affectee par la 
presence de folate libre. 

- Distribution tumorale du PC de reference (DOTAREM) 

Avec le regime deplete en folate, on retrouve 1 a 2% de la dose theorique injectee 
de Dotarem dans les tumeurs. 

Comme pour le P860 et le BIO-FOLATE.I, on observe un effet-temps entre 4 et 72 
h (decroissance du taux retrouve). 

Lorsqu'elles sont rapportees en g de tissu, on constate que les quantites 
intratu morales de Dotarem deviennent negligeables au-dela de 4 h. 



EXEMPLE II) Composes FR utilisant comme bioVecteur un inhibiteur de MMP . 

Le DOTAREM (sel du DOTA Gd) est un produit temoin dit non specifique, ne 
comportant pas de biovecteur. Deux composes gadolines, vectorises par un biovecteur 
inhibiteur de MMP ont ete testes : 
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° o- ° lnt.3 o s I 

MC 713 

P947 ccmporte un DOTA FR. ' C ° mP ° S * P96? * ta dTOrence d " 

TESTS IN VITRO 

Us inven.au. on, teste ractivite ,„ vHr0 des produb de contraste 

l*affinite sur le receoteur Hp ^ u- uma,nes " Les te ™»ns en ce qui concerne 

recepteur de la partie b.ovecteur ont ete deux peptides ■ 
Tnpeptide commercial: Z-Pro-Leu-Glv whom a u / ' 
l'*ude(inhibiteurdeMMP-1) Gly-NHOH (Bachem), appele peptide A dans 

Tetrapept.de commercial: 4-Abz-Gly-Pro-Dleu-Dala-NHOH m» h » 

B dans retude (inhibitor de MMP-1 , MMP-2 et MMpT ^ ^ 

Les inventeurs ont verifie que les valeurs nht^n, ,^ 

valeu. decntes dans la ^JTZ^Z SI'S? t ~*~ ~ 
sonde Gd n'aKere pas racUvKe inhibits du peptide " " "* 

Plus preoisement. revaluation de I'actMte MMP inhibitrice in vitro a ete realis* h , 
maniere suivante. reaiisee de la 

1 . Incubation du produit a tester en presence de .'enzyme MMP a 37'c DP nH , 
un tentps d«,i, puis mesure de ,a fluorescence du leu (to, ' 

5,1 cou Pe Par I enzyme), pu s incubatinn =, q-7<>~ 

P :rir :~ r d * erm,n6e par ~° n du ^ ~ 
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4. Les resultats sont exprimes en pourcentage d'inhibition de I'activite de I'enzyme 
controle. 

5. Le produit inhibiteur standard est le TIMP-1 . 

Les produits ont ete testes en duplicate, a 10" 5 , 10" 7 et 10" 9 M en peptides. Ceux qui ne 
comportaient pas de peptides ont ete traites de facon similaire aux produits de 
contraste fonctionnalises correspondants. 
MMP-1 : 



PRODUITS 


CONCENTRATION 
EN PEPTIDE 


EFFET 

INHIBITEUR 

SIGNIFICATIF 


IC50 DU 

PEPTIDE 

(LITTERATURE) 


PEPTIDE 
A 


> icr a M 


N.D. 


4X10- & M 


PEPTIDE 
B 


10* M 


46% 


10"® M 


P947 


10" b M 


86% 


10"° M 


P967 


10 b a 10" 1U M 


> 50% 


10"° a 10- 1U M 



4 « 

Les inventeurs ont aussi teste I'activite in vitro pour evaluer I'activite inhibitrice du P947 
et du tetrapeptide sur MMP-2, une gelatinase A exprimee de facon constitutive dans-la 
paroi vasculaire et surexprimee en cas d'inflammation. 

Temoin : tetrapeptide commercial (appele peptide B dans I'etude) : 4-Abz-Gly-Pro-Dleu- 
Dala-NHOH (Bachem) ; inhibiteur de MMP-1 , MMP-2 et MMP-3. Experimentalement, le 
tetrapeptide possede une activit§ inhibitrice significative sur MMP-2 a partir de 10" 5 M ; 
ce resultat est en accord avec les donnees de la litterature (!C 50 du tetrapeptide 
commercial sur MMP-2 = 3 x 10" 5 M). De plus, le greffage du tetrapeptide sur un chelate 
gadoline ne change pas son effet vis-a-vis de MMP-2, puisqu'on obtient des resultas 
analogues avec le P947.. 

En conclusion des tests in vitro, les composes connus de I'art anterieur (biovecteur 
associe a chelate non FR), et les composes FR obtenus par les inventeurs montrent 
une specificite conservee. 

Le protocole detaille est le suivant pour les MMP2 : le produit te,ste est ajoute a un 
tampon 50 mM Tris-Hcl (pH 7.5). 150 mM NaCI, 10 mM NaCI2, 0.02%NaN3, 0.05% 
Brij®35, 0.35 M M MMP(2 activee par incubation 120 minutes a 37°C avec 6.67 mM 
APMA. L'intensite de fluorescence est mesuree apres preincubation 30 minutes a 37°C, 
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a ,am bda ex=34d nm e, , ambda e m = 405 nm. La Motion enzyma.ique est initio p ar 
add,t,on de 6 MM NFF-2 avec incubation ensuite 90 minutes a 37'C. 

HI) Composes FR utilisant comma btovecteur ia phosphatidylserfne. 
II 1.1 Etudes in vitro 

^ validation in vitro a ete realisee en comparant, ,e taux de capture par des 
macrophages actives vs non actives fles thp 1 * 

recepteur PS^ rv« 0 * 668 SOnt positives P 0 ^ 'e 

U lignee ceiiuiaire THP-1 es, une llgnee monocytaire humaine qui. apres activation se 
ont ete culhvees en presence dephospbatidylserine-NBD. 
PS-NBD : 810192 Avanti Polar-Lipkis (COGER) 
Protocole avec cytomStre de flux 

^ Ensemencemen, de 2 mL d'une suspension de THP-1 a 10= C/mL en piaque 6 

- Acflvation de THP-1 pendant 24 heures avec 50 nmol/L de PMA 

- heuMon de 700 M L de cbacune des diiutions pendant 24 beures. (a partir de ,a 
solution a 6,25 mmol/L) P a 

- Aspiration de I'exces de produit. 

- Lavage du tapis avec 1 mL de RPMI sans rouge de phenol 

- Aspirer I'exces. 

- Remettre en suspension les cellules dans 1 mL de PR<^ m - u 
-.es . ,ide d,n flux de miiieu sur ,e tapis "X JZ IST^ 
des cellules n'etant pas decrochees) 

- Malntien des cellules dans !e noir a 4°C en attendant la iecture 

- Lecture de la fluorescence en FL1 a 525 nm en cytometrie de flux 
Gamme testee de PS-NBD : 13, 32 et 64 M M 
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Temoins : THP-1 

Groupes tests : THP-1/PMA, THP-1/PS-NBD a 5 pM. 

Resultats : le rapport entre temoin negatif et concentration la plus elevee est superieur 
a un facteur 50 

III.2 Etude ex vivo. 



Les resultats ex vivo montrent une interaction entre macrophages primaires de lapins 
WHHL et la phosphatidylserine-NBD (PS-NBD). En effet, des macrophages ont ete 
isoles a partir d'echantillons de crosse aortique et de ganglions mesenteriques, puis 
incubes 18 h ex vivo en presence de PS-NBD. (.'analyse de ces cellules par 
microscopie a fluorescence a montre.une forte accumulation intracellulaire de la PS-NB. 
Plus precisement : le lapin a ete exsanguino-perfuse a I'aide de serum de veau 
nouveau ne heparine avant d'etre sacrifie. La crosse aortique, I'aorte thoracique et 
I'aorte abdominale ont ete prelevees. Les tissus preleves ont ete incubes pendant -18 
heures en milieu de culture cellulaire additionne de PS-NBD puis montes en bloc 
congeles pour la realisation de coupes histologiques.. Certaines coupes ont ete 
observees en microscopie a fluorescence et d'autres ont ete immunomarquees a I'aide 
d'un anticorps anti-macrophage de lapin (RAM 11) 
Incubation des tissus avec la PS-NBD 

- Incubation des prelevements a 37°C dans des plaques 24 puits en presence de 
PS-NBD a 35 pM pendant 18 heures. 

- 2 rincages des arteres en PBS. 

- Inclusion de chaque morceau d'aorte dans un gel a congelation. 

- Cryofixation. 

- Conservation des pieces dans le congelateur - 80°C. 
Immunohistochimie (HEGP) 

- L'anticorps primaire de souris Ram 1 1 est utilise dilue au 1/100. 

- L'anticorps secondaire (chevre anti-souris) est couple a la phosphatase alcaline. 

- Le chromogene utilise est I'ADC (fournit par AbCys). 

- Une contre coloration est realisee au Fast re 

En immunohistochimie, des macrophages ont ete mis en evidence dans toutes les 
coupes 
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Les inventeurs ont en outre demontre ax-Wvo la distribution de la PS-NBD dans , es 
Plaques d^ronte de souns Apo E -KO. Pour ceia. des preievenTte T<^u 

:z:::;zz:o c c2 a :r ainsi que ,a b " n — — ^ 

phosphate expdnte a ,a surface des nraoophages actives pass T ff ele me 
par ,a senna phosphate (qroupentent poiaire, et non par ,as chaL 3 rasses Pou 
e,a. on a reahse ies m ames essais avec ,a PS-NBD d'une par, at 
(marqueur de fluorescence lie a la Hte «Mn* «, NBD-PS 
. la teis e,^ a, fc (S ur das ^lls ^ ~» »* 
In vifco, sur celiules THP1 (activees vs non activees), .es inventeurs ont w- 
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REVINDICATIONS 

1 . Composes de formule generale suivante (E) : 
B x — L z - (Ch FR) y (E) 
dans laquelle : 

- B est un biovecteur 

- L est un lien 

- Ch FR represente un chelate de formule (I) : 

[ ( D )q ~ ( Ia.b.c.d,e,f,g)r ] ', 

Avec : 



a) la,b,c.d,e.f, g choisi parmi l a , l b , | c , | d , | e , | f , | 



la , lb , l c ayant les significations : 



Rl 




R1 . Rf 
Rd X 




X "T Rf Re 

Rl U 



Rd Rc 



ia 



lb 




oo : 



- les X, identiques ou differents, sont choisis parmi C0 2 Ra, CONR' b R' c ou 
P(R'd)0 2 H, avec : 

R'a, R'b, R' c identiques ou differents representant H ou (C1-C8) alkyle, 
eventuellement hydroxyie ; 

P est I'atome de phosphore, R' d est choisi parmi OH, (C1-C8) alkyle ou 
(C1-C8) alkoxy, (C1-C8) arylalkyle ou (C1-C8) alkoxyalkyle ; 

- R1 represente un groupe hydrophile de poids moleculaire superieur a 200, 
selectionne parmi des groupes : 

-polyoxy (C2-C3) alkylene, notamment le polyethylene glycol et ses 
monoethers et monoesters en C1 a C3, de masse moleculaire de 
preference de 1 000 a 2000 
- Polyhydroxyalkyle 
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- Polyol 

-(R2 9)e[(R2g),R 3 ] h 0C1: 

-h = 1ou2;i = 0 , 1ou2;e = 1^5 

- R^eP^enteflesR^tantidentiquesoudifferenfs)- 

- rien, un alkylene, un alkoxyalkylene, un polyalkoxyalkylene • 

- un phenylene, ou un reate heterocyclique sature ou non 
*ven ue lteme „, substim par OH> c| Br , (c ■ 

C8,an<y,oxy. N02. NRxRy, NR x COR Y , CONR.R,, C OOR x , R x e , 
Rv .tan, H ou (C1-C8>a,ky,e, et ,es groupea alkyle, a^,L 

ZZZT 4 014 ,in " ires ' ramifl6s ° u ^ ~* 

- 9 represente (tea g etan, identiquea on differenta) • rlan ou u„„ 
foncon O, CO, OCO, COO, S03, OS02, CON*. NRCO WR COO 
OCONR..NR., NR-CS, CSN R., S02NR , NTO0 T' 

non par alkyte ^.ueiteman, au bstit u e ou intarrompu pari dea 

rr ■ ,es 9roupes z 

he,erocycl,quea pouvan, etre aubsfltuea par OH CI Br , ,r, 

STk (c ; R C8,a,ky,oxy - N ° 2 ' n ™ : « i£: 

*ra hydroxy, J: " °" •**■»• ~ 

« r r entent H ' **— * a^phanyte, 

"rT R n 5 9 r Pe " C , XR4 * n 1 ' CH ^ CON - fe " 1 - CHWoH-nanl 
R4, R5 rapraaentan, indSpendammen, H, alkyle, hydnoxya.kyte 

Xayan, la aignification ci-desaua. 

Lian 1 etent un lien aasurant te lian antra un chelate I ab e , un !te„ , , 

q=0 a, anlra I a, D loraque q=, " " en L '° rSC|ue 

le, If ayant les significations : 
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x "l Rf Re >-v 
R1 Rl 




Id 



If 



- X, R1 , Ra a Ri ayant la meme signification que ci-dessus. 

- U' est lien 1 assurant le lien entre un chelate I d . e>f et un lien L iorsque q=0 et 
entre I d , epf et D Iorsque q=1. 



l g representant 
'R1 




R1. 




R1 



U 



N 
I 

u 



N N 



R1 



R1 



Rf 



-x 



U.X.R1 ayant la meme signification que ci-dessus, lien 1 assurant le lien entrJ un 
chelate I g et un lien L Iorsque q=0 et entre I g et D Iorsque q=1. 

b) < 

- q = 0 ou q=1 

- r=i Iorsque q=0, ou r compris entre 2 et 5 Iorsque q=1 

c) D est une molecule polyfonctionnelle capable de relier un lien L a au moins deux 

Chelates l a ,b. C| d, e> f,g 

d) x, y et z sont compris entre 1 et 8, preference x=1 a 3, y=1 a 6, z=1 a 3 
sachant que y=z ; 



ainsi que les sets des composes de formule (E) avec des acides ou des bases 
minerales ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 
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^Compose salon re V endica«on 1, caractense en ce que R1 est (CH2)xCONHR avec 
x-1. 2 ou 3 et R eat un groups hydrophile de poids moleculaire superieur a 200 choisi 



1) un groupement : 



Ri R2 

P < r/\w 

IV1 



-R3 



et Z est une liaison, CH 2 , CH 2 CONH ou (CH 2 ) 2 NHCO 

IoZz:t °' ■ Na cH2 ' co - coNa nqc °' nq - conq - 

2" est une liaison, CONQ, NQCO ou CONQCH 2 CONQ 
P et q sont des nombres entiers dont la somme vaut 0 a 3 ; 
Ri. R2, R3, R4 ou R 5 representent : 

- soit independamment fun de ,'autre H, Br, CI, I, CON Ql Q 2 ou N Ql COQ 2 
avec Q, et Q 2 Identiques ou differents aont H ou un groupe (C-Ca)alkyle 
mono- ou polyhydroxyie ou eventuellement interrompu par un ou des 
atornes tfoxygSne. e, au mains Tun e, au plus deux des R, » R, sont 
CONQ 1 Q 2 ou NQ 1 COQ 2 ; 

- soit R 2 et R 4 representent 

R 'i ^ r CONQ 1 Q 2 
r./ CONC^Q., 

et R,, RS, R 3 , R-3, R 5 et R' 5l identiques ou differents, representent H Br CI 
ou I, Ql et Q 2 ont la meme signification que precedemment et Z" est'un 
groupe choisi parmi CONQ, CONQCH 2 CONQ, CONQCH 2 , NQCONQ 
CONQ(CH 2)2 NQCO et Q est H ou (C^alkyle, eventue.lement hydroxy* 
ies groupes alkyle pouvant etre lineaires ou ramifies ; 
2) une branches dite "flash 
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Q t Q 2 N 

/==N 



Q 1 Q 2 N 

avec Z etant NQ(CH 2 )j(CH 2 OCH2)i(CH2)jNH2 , avec i = 2 a 6 et j = 1 a 6, 



de preference 

(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 



)>-NH-(CH 2 )n-NH 2 . 
/ ^ 

(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 
OU 

(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 ) 2 

N ^NH-(CH 2 )n-NH 2 
(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 )/ 

avec t =1 , 2, 3 ou 4 et n=2 a 6. 

3. Compose la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que q=1 . 

4. Compose la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que Ch FR represente le 
groupe : ,. ; 



coo" coo" 
HC \ / ch -b 

N-(CH 2 )j-N 
(CH 2 ) 2 Gd 3 * S 2 
,N — S, — T 



coo" 



i 

I1 1 

dans lequel : 
-S1-T-S2- est 
1)soit 

— (CH 2 ) 2 -N-(CH 2 ) r - 

I ( 

HOOC-CH-G-NH — 

ou Si = S 2 = (CH 2 ) 2 
avec Bl B 2 , B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1 , 2 ou 3 
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2) soit 




(G-NH) — 
k 



— H,C N^^CHj— 

avec k = 0 et Si = S 2 = CH 2 

CONHR 8 B1 ' B2,B3 rePr ' S6ntant G " NH ' 6t ,6S autres representant 




(G-NH)— 



(CH 2 ) x CONHR 
3) soit 



ni-i 

avec k=1 

Bi. B 2> B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1, 2 ou 3 

et GNH choisi parmi : 

les groupes -(CH 2 ) n -NH- avec n = 1 a 4, 

ou - (CH 2 ) p — -^y-NH- avecp = 0a3; 

5. Compose selon .a revendication 3, caracterise en ce que Ch FR represente un 
groupe choisi parmi : 

1 ) le groupe 

coo" ~ooc 

/ \ poo -ooc 

N-(CH 2 ) r N X 83 B ' " P°^B 2 
(CH 2 ) 2 Gd 3 * s 2 I „ „ 

N — Sl _ I I I 

COO" / 

-ooc ||2 

dans lequel 
-Si-T-Sj.- est 
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-(CH 2 ) 2 -ljl-(CH 2 ) 2 - 
HOOC-CH-G-NH- 



0C1 St = S 2 = (CH 2 ) 2 
Bi, B 2 , B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1 , 2 ou 3 



3) Le groupe 



coo" -ooc d coo- - ooc 

N-(CH 2 ) 2 -N B * B 3 \ z) _ N / B 2 



COO" / 

Ila2 (compose dit PCTA N fonctionnalise) 



■ooc 



Ou Ilb2 (compose dit PCTA N fonctionnalise et isomere de position 
du Ilb2) 

coo - -ooc ^ coo- "ooc 

N<CH 2 ) 2 — N 1 Y^H^-f/ B 3 

S, QcT (CH 2 ) 2 (ChI) 2 Gd 3 * S 2 

T— S 2 — i,_ s _| 
^CH— B, C>1 

"OOC COO" 

II b2 



Dans lesquels Si-T-S 2 - est : 

,fO-NH) 



HI 2 

avec k = 0 et Si = iS 2 = CH 2 ; 

B 3 representant G-NH, et B1 et B2 representant (CH 2 ) x CONHR 
pour Ila2 
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pourllb2 rePr6Sentant °" NH ' ^ B1 6t 63 repr§Sentant ( C Ha)xCONHR 



3) le groupe 



COO" "OOC 



/ \ y coo" -ooc 

B 



N-(CH 2 )j-N B i \ M __ k .^ C o, 

,3+ 



4 

"n<ch 2 ) 2 —n 

(CHj) 2 Gd 3 * S 2 I 

W D ^ / CH 



2/2 

I 

c ^) 2 



■ooc 



Ilc2 (compose dit PCTA C fonctionnalise) 
lorsque S r T-S 2 - est : 

-H 2 C^ N ^\ CH ._ 



CH 2 

m 2 

aveck = 1 etS 1 = S 2 = CH 2: 
Bi. B 2 , B 3 representant tous les trois (CH 2 ) x CONHR avec x = 1, 2 ou 3 pour Ilc2 

Sachant que, pour l!2, Ila2, Ilb2 et Ilc2, 

GNH est choisi parmi les groupes -(CH 2 ) n -NH- avec n = 1 a 4, 

ou - (CH 2)p — y^y^H^. avecp=0 , 3; 



a Comport se.on , une que.conque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que D 
est un sque,ette aromatique po.yfonctionna.ise par des groupements carboxyiates elu 
am.nes, D etant de preference de type 1 ,3,5 triazine de formule : 
Iien2 
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avec lien 2 choisi parmi a) et b) et de preference a) : 

a) (CH2)2 - <p - NH2 , (CH2)3 - NH2, NH-(CH2)2-NH, NH-(CH2)3-NH, 

b) P1-I-P2, identiques ou differents, P1 et P2 etant choisis parmi OH, SH, 
NH2, rien, C02H, NCS, NCO, S03H, 

Avec I = Alkylene, alkoxyalkylene, polyalkoxyalkylene, alkylene interrompu par 
phenylene, alkylidene, alcilidene, 

et D etant encore de preference : 



7. Compose selon I'une quelconque des revendication 1 a 6, caracterise en ce que L 
est un lien choisi parmi les polyoxyalkylenes, I'acide squarrique, un radical squarate- 
PEG, un alkylene, alkoxyalkylene, polyalkoxyalkylene, alkylene interrompu par 
phenylene, alkylidene, alcilidene. 

8. Compose selon Tune quelconque des revendications 3 a 7 dans lequel x de 
(CH 2 )xCONHR est 2. 

9. Compose selon I'une quelconque des revendications 4a 8, dans lequel -Si - T 
- S 2 - represente : 

(G-NH) k — 




OU 





avec Si = S 2 = CH 2 . 
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m Comport, seton ,a revendication 9 de fomtule ,1 dans laquelle k est 1 e. G es, - 

11. Composes selon la revendication 9 de formule 11 dans laquelle k est 0 et B on 
B 3 represente -(-CH 2 ) 3 NH- ou fe 0U 

-(CH,).— / V-NH— 




12. Compose selon rune quelconque des revendications 4 a 9, dans lequel -S, - T 
^2- represente : 1 

-(CH^ 2 -N-(CH,),,- 

HOOC-CH-fCH^-f VNH- 

W/ HOOC-CH-(CH 2 ) 3 -NH- 

avec S 1 = S 2 = (CH 2 ) 2 . 

13. Compose s se,on rune quelconque des revendications precedent pour lesquels 
D 1» B 2 et B 3l lorsqu'ils ne representent n« n mu 
(CH 2)2 CONH R> avec d ans R, p = q = 0 et Z StanT-CH 2 CONH ' " 

14. Composes selon la revendication 13 pour lesquels R represente : 

\ .CONQ,Q 2 

-CH 2 CONH— -/ V_ x 

X CONQ.,Q 2 

et les X sont identiques et representent Br ou I tandis aue O n h , 

differents, sont des groupes (C C win*. 2 ' ldent,c * ues ou 

cheque CONO O T I f " m ° n °' ° U P 0 '^ 0 ^ de tel.e sorte que 

cnaque CONdQ, comporte de 4 a 1 0 hydroxyles au total. 

1 5. Composes selon la revendication 1 3 pour lesquels R represente : 
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/ CONQ 1 Q 2 
CONHCH 2 CONH-^ A — X 

CONQ^ 
/ CONQ 1 Q 2 

CONHCH 2 CONH-k h X 

X CONQ^ 

et les X identiques sont Br ou I et Q 1 et Q 2> identiques ou differents, sont des groupes 
(Ci-C 8 )a!kyle, mono ou polyhydroxyles de telle sorte que chaque groupe CONC^Ofe 
comporte de 4 a 10 hydroxyles au total. 

16. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 a 12 pour iesquels R 
repr6sente : 

R1 conq 1 q 2 

R5 CONQ^ 

Z est CH 2 ou CH 2 CONH, Z> est CONH ou CONHCH 2 CONH, R 1f R 3 , R 5 , identiques, sont 
Br ou I, Q 1 et Q 2 , identiques ou differents, etant des groupes (Ci-C 8 )alkyle f mono ou 
polyhydroxyles, de telle sorte que chaque groupe CONQ-,Q 2 comporte de ,4 a 10 
hydroxyles au total. 

17. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 a 12 pour Iesquels R 
represents : 




R5 CONG^Qj. 



Z est CH 2 CONH, Z' est CONH, Z" est CONHCH 2 CONH et R 1f R 3 , R 5 identiques sont Br 
ou I et Qi et Q 2) identiques ou differents, sont des groupes (C r C 8 )alkyle, 
monohydroxyles ou polyhydroxyles, de telle sorte que chaque groupe CONQiQ 2 
comporte de 4 a 10 hydroxyles au total. 
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18. Composes seion rune quelconque des revendications 1 a 12 pour lesouels R 
represente 



Q 1 Q 2 N 

avec 2 »» etant NQ(CH 2 ) , (CH 2 OCH 2)i (CH 2 ) jN H 2 . avec i = 2 a 6 et j = 1 a 6, 



de preference R represente: 

(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N^ 

\ ^- NH -( c H 2 )n-NH 2 
(CH 3 OCH 2 (CH 2 OCH 2 )tCH 2 )N 



OU 



(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 ) 2 " 

N j>-NH-(CH 2 )n-NH, 



(HOCH 2 (CHOH)tCH 2 ) 2 ' 



avec t =1,2,3 ou 4 et n=2 a 6. 



19. Compose selon run. des revendications 1 a 18, caracterise en ce que fe biovecteur 
est un agent capable de cibler des receptee cellulaires ou des composants tissulaires 
notamment choisis parmi ,es receptees des cefiu.es myocardiques, des ceiiu.es 
endothel.ales, des cei.u.es epithe.iales, des cei.uies tumora.es, des ce.iu.es du systeme 



immunitaire. 



20. Compose selon I'une des revendications 1 a 19, caracterise en ce que le 
biovecteur est un agent capable de cibler un recepteur au folate, (E) s'ecrivant 



(E1) 



x 



"(L) (Ch FR) 

z y 



X 
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ou (E2) : 



9i 




(Ch FR) 



(K 2 -Lf) r (L) 



(Ch FR) 

z y 



avec : 

a) G1 est choisi independamment dans le groupe constitue par : halo, R f 2, O R f 2 S R f 3 
N Rf4 R f 5 ; 

b) G2 est choisi independamment dans !e groupe constitue par : halo, R f 2, O R f 2, S R f 3 
et N Rf4 Rf5 ; 

c) G3, G4 represented des groupes divalents choisis independamment dans le groupe 
constitue par -( R f 6') C= -N= -( Rfi*) C (R f 7>, -N (Rf4> ; 

d) G5 est absent ou choisi parmi -( Rf6') C= -N= -( Rf6') C (R f 7')-, -N (Rf4> ; 

e) Le cycle J est un cycle aromatique heterocyclique ou non a 5 ou 6 sommets, les 
atomes du cycle pouvant etre C, N, O, S ; 

f) G6 est N ou C 

g) K1 et K2 sont choisis independamment dans le groupe constitue par - C (Z f )-,-C (Z f ) 
O-.-OC (Z t H-N (Rf4")-,-C (Z f )-N (RA"),-H (R4")-C (Z f ),-0-C(Z)-N(R f 4")- > -WRA"')-^*)- 
O-. NCR^TCCZO-NCR^")-, -0-, -S-, -S(OK -S(0)2-, -N(R f 4»)S(0)2- > -C(R#»X R f 7")- 
-N(C - CH)-, -N(CH2-C - CH)-, C1-C12 alkyle et C1-C12 alkoxy; dans lequel Zf est 
O ou S ; de preference K1 est-NfR* ")- ou -C(R f 6")( R f7 »)- avec Rf4", R f 6", R f 7" etant 
H ; K2 etant ou non lie de maniere covalente a un acide amine ; 

h) R f 1 est choisi dans le groupe constitue par : H, halo, C1-C12 alkyl, et C1-C12 alkoxy • 
Rf2, R f 3, R4, R,4', R f 4", R f 5, R f 5"\ Rf 6" et R f 7» sont choisis independamment dans le 
groupe constitue par : H, halo, C1-C12 alkyle, C1-C12 alkoxy, C,-C, 2 alkanoyle, C -C 
2 alcenyle, C1-C12 alcynyle, (C1-C12 alkoxy)carbonyle, and (C.-C, 2 alkylamino) 
carbonyle; f 

i) Rf6 et R f 7 sont choisis independamment dans le groupe constitue par : H, halo, C1- 
C12 alkyle, C1-C12 alkoxy ; ou R f 6 et R f 7 ferment ensemble 0= ; 
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i) W et HtT sort choisis independamment dans le groupe constitue par : H halo C1 
C12 alkyle, C1-C12 alkoxy ; ou W et R,7' formert ensemble 0= • 
k) L, est un lien divalent InCuant le cas echeant un acide amine naturel ou un poly acide 
amtne naturel. cet acide ou polyaoide etant lie a K2 ou a K1 par son groupement alpha- 
amino par une liaison amide ; 
I) n, p, r et s sont independamment 0 ou 1. 

21. Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que G1 est NH2 ou OH. 

22. Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que G3 est -N= ou -CH 
lorsque le cycle comprenant G3 est aromatique, et G3 est -NH- ou -CH2- lorsque le 
cycle comprenant G3 est non aromatique ; avec de preference G3 etant -CH- G1 etant 
OH, G6 etant NH, K1 etant -N(Rf4 ")-. 

23. Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que G4 est -CH- ou - 
C(CH3)- torsque le cycle comprenant G3 est aromatique, et -CH2- ou -CH(CH3)- 
lorsque le cycle comprenant G3 est non aromatique. 

24 Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que G5 est absent, avec de 
preference G1 etant OH, G2 etant NH2, G6 etant N. 

25. Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que G6 est N ou C. 

26. Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que (E) est 



T AAG, 
NH 



Y aag,aaJ o o \ ° 
0=? 



OH 

AAG.AA^-W - N > 



0 0 



OU 



* o 

AAG.AA,, 
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O AAG.AA,, 




27. Compost selon I'une des revendications 1 a 19, caracterise en ce, que le 
biovecteur est un inhibiteur d'angiogenese. 

28. Compose selon I'une des revendications 1 a 19, caracterise en ce que le 
biovecteur est un agent capable d'inhiber I'activite d'une MMP 

29. Compose selon la revendication 28, caracterise en ce que biovecteur est un 
inhibiteur de MMP derive de I'ilomastat . 

30. Compose selon I'une des revendications 1 a 19, caracterise en ce que le biovecteur 
est un agent capable de cibler une integrine. 



31. Compose selon la revendication 30, caracterise en ce que }e biovecteur est 
agent capable de cibler I'integrine <xvp3, notamment un peptide RGD, 
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peptidomimetlque du peptide RGD, un agent non peptidique capable de mimer I'action 
d'un peptide RGD. 

32. Compose selon la revendications 31, caracterise en ce que le biovecteur est un 
peptide RGDfV de structure : 

HN 




NH 

NH 



33. Compose selon la revendication 30, caracterise en ce que le biovecteur est un 
agent capable de cibler I'intSgrine GPIIb/llla. 

34. Compose selon la revendteaHon 30, caracterise en ca que le biovecteur est un 
agent capable de cibler une vitronectine. 

35 compose selon .•una des revendications 1 a 19, caracterise en ce que biovecteur 
as un agent capable de cibler un recepteur angiogenique de cellules endothelial 

H~ o" ePteUr VEGFR ' " ^ «"* 

36 Compose selon I'une des revendications 1 a 19, caractenae en ce que biovecteur 
es un agent capable da abler des recepteurs localises sur lea macrophages 
notamment des recepteurs SRA. opnages, 

37 Compose selon ,a revendication 36, caracterise an ce que biovecteur est un derive 
de la Phosphatydilserine. 

38. Compose salon Tune des revendications 1 £ 19, caracterise en ce que biovecteur 
est un derive bisphosphonate. ovecteur 
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39. Compose intermediate, utilise pour la preparation d'un compose selon ia 
revendication 1, de formule : 

L - [ ( D ) q - ( l a ,b,c,d,e,f,g)r ] 

Avec L de preference de type squarate, q=1 et [ ( D ) q - ( l a ,b ( c,d,e.f ( g)r ] etant de 
preference choisi parmi : 

coo" coo" ^^p^^ 

HN-G— HC 



RNHOC(CH 2 )x-HC^ ^CH-G-HN^^ ^ - 

N-(CH 2 ) r N 

I. _ I 



COO 

^ CH-<CH 2 )xCONHR 



(CH 2 ) 2 Gd* (CH 2 ) 2 



(CH,), Gel* (CH 2 ) 2 

s*-V**r\ .i-(CH 2)2 -i 

RNHOC(CH 2 )x-CH HC -(CH 2 )xCONHR RNHOC(CH 2 )x-CH N 

COO" COO" 



-CH HC-i 
COO" CO( 



(CH 2 )xCONHR 



avec -G-NH etant -(CH 2 ) 3 -NH- ou 



II '2 



-iCH 2 ) 2 — 



2) 




NH— 




RNHOC(CH 2 )x-HC-N G d' + ^_ C h-G-NH' 

" ooc Cv-J ^ 

CH-fCHJxCONHR 

coo" 



HN-G— HC- 

-ooc 




- CH— (CH 2 )xCONH R v * * 
COO" 



CH-(CH 2 )xCONHR 
COO" 



3) II " b2 



II" a2 



coo" 

^H-CCH^xCONHR 

Gd N-CH—G— NH 
>COO" 



RNHOC(CH 2 )x-HC 

COO" 



"OOC S 

CH-(CH 2 )xCONHR 

C 

HN-G-HC-f Gd 
"° OC V^N- 

CH— (CH 2 )xCONHR 
COO" 




avec -G-NH etant -(CH 2 ) 3 -NH- ou 



4) 
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p -NH- 




""HN G 



ROOC(CHJx-CH-J| Gc f n 

-ooc / I 

9H-(CH 2 )xCOOR 
COO" 



fjf-CH-(CH 2 )xCOOR 

coo- 



ROOC(CH 2 )x-CH-N 

-ooc 




N-fH-(CH,)xCOOR 

coo- 



9H-(CH 2 )xCOOR 

coo- 



II 2 



Avec G-NH etant -(-CH 2 ) 3 -NH. 



40. Compose selon rune quelconque des revendications 1 a 38 W1 „ , 

un element M, (E) s'ecrivant B x - L - (Ch R» m J ^ 166 * 

m~ Paramagnetic de num, ro " <« ** m * 

-So, - Rh; ,e Re( 60cui 62cui 64c > 6? »j; ^ J. ^Ga, *Ga, as,, ^ 

lourd de numero atomioue 21-31, 39-49, 50, 56-80, 82, 83, 90. ^ * 

a S soa^unv,hicu,epha m aceu aqu e m en.accep t ab,e. ' eVerrtU * ment 

u^:;zr seion ,a revendioa,ion «■ — - — 

inflate. " ^ Pa * 0, ° 9fe <**>vasc U ,a.re, cancereuse, 
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44. Produit de medecine nucleaire caracterise en ce qu'il comprend un compose selon 
rune des revendications 1 a 38, eventuellement associe a un vehicute 
pharmaceutiquement acceptable. 

5 45. Compose selon I'une quelconque des revendications 1 a 22, ayant une relaxivite 
comprise entre 25 et 200 mM-1Gd-1 . 

46. Procede de preparation d'un compose selon I'une quelconque des revendications 1 
a 38 caracterise en ce qu'il comprend le couplage d'au moins un biovecteur et d'au 
io moins un chelate a forte relaxivite tel que defini dans I'une des revendications 1 a 1 8 
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